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RESUMO

Fruto-oligossacarideos (FOS) sdo classificados como acUcares prebidticos que apresentam
diversos beneficios a satde e nutricdo humana. Séo sintetizados industrialmente, por reagdo de
transfrutosilacio em moléculas de sacarose catalisadas por enzimas frutosiltransferases
aderidas as células microbianas. A imobilizacdo de células em materiais de suporte possibilita
obter biocatalisadores heterogéneos robustos e resistentes as condi¢fes adversas do meio
reacional. Esponjas vegetais sdo suportes indicados para a imobilizagdo por apresentarem
tamanho e distribuicdo de poros que possibilitam a difusdo gasosa e de substrato, essenciais
para o crescimento microbiano. Além disso, sdo suportes biodegradaveis e de baixo custo.
Diante disso, 0 objetivo deste trabalho foi avaliar a producédo de células de Aspergillus. oryzae
IPT-301 e sua imobilizacdo em esponja vegetal. Para isso, a producéo das células microbianas,
imobilizadas em esponja vegetal, ocorreu em meio de cultura sintético, pH 5,5, 200 rpm a 30
°C. A curvade crescimento microbiano mostrou que o melhor tempo de cultivo celular ocorreu
para 28h de processo. A temperatura de 50 °C, o pH de 5,75 e a concentragdo de 400 g L™ foram
os parametros do meio reacional que forneceram méximas atividades enzimaticas. As células
biocataliticas imobilizadas exibiram maior termoestabilidade quando comparadas as células
biocataliticas in natura, conforme indicado pelos valores dos parametros termodindmicos
obtidos para o biocatalisador heterogéneo. Além disso, as células imobilizadas em esponja
vegetal apresentaram ampla faixa de estabilidade frente ao pH (5,00 a 7,00) e bom desempenho
operacional. Ensaios em reator de leito fixo mostraram uma produtividade enzimatica de 11,7
U g min’, cujos valores de conversdo e rendimento obtidos foram iguais a 8,31% e 6,63%,
respectivamente. Quanto ao valor do parametro produtividade maéssica, obteve-se 1,89 g ros
Qesiulas - ™t para o sistema reacional continuo. Esse conjunto de resultados evidencia a inovagéo
tecnoldgica presente neste estudo para a obtencdo de biocatalisadores a partir da imobilizacdo
de células em esponja vegetal, tanto para a sintese de FOS, quanto no avanco do segmento de

bioprodutos de interesse industrial e na implementacdo de bioprocessos diversos.

Palavras-Chave: Aspergillus oryzae; esponja vegetal; imobilizacdo; células biocataliticas;

frutosiltransferase.



ABSTRACT

The fructooligosaccharides (FOS) are classified as prebiotic sugars that have several benefits
for human health and nutrition. They are synthesized industrially, due to the occurrence of
transfructosylation in sucrose molecules catalyzed by fructosyltransferase enzymes (FTases,
E.C.2.4.1.9) adhered to microbial cells. The immobilization of cells on support materials makes
it possible to obtain biocatalysts that are heterogeneous, robust and resistant to adverse
conditions in the reaction medium. The loofa sponges are suitable supports for immobilization
because they have a size and distribution of pores that enable gaseous and substrate diffusion,
essential for microbial growth. Furthermore, they are biodegradable and low cost. Therefore,
the objective of this work was to evaluate the production of A. oryzae IPT-301 cells, by
submerged cell culture, and their concomitant immobilization in a loofa sponge. For this, the
production of microbial cells, immobilized in loofa sponge, occurred in synthetic culture
medium, pH 5.5, 200 rpm at 30 °C. The microbial growth curve showed that the best cell culture
time occurred during the 28h process. The temperature of 50 °C, the pH of 5.75 and the
concentration of 400 g L™* were the parameters of the reaction medium that provided maximum
enzymatic activities. The immobilized biocatalytic cells exhibited greater thermostability when
compared to the in natura biocatalytic cells, as indicated by the values of the thermodynamic
parameters obtained for the heterogeneous biocatalyst. Furthermore, cells immobilized in loofa
sponge have a wide range of pH stability (5.00 to 7.00) and good operational performance.
Tests in a packed bed reactor demonstrated an enzymatic productivity of 11.7 U g* min™,
whose conversion and yield values obtained were equal to 8.31% and 6.63%, respectively.
Regarding the value of the maximum productivity parameter, we obtained 1.89 g FOS geens™ h-
! for the continuous reaction system. This set of results obtained highlights the technological
innovation present in this study to obtain biocatalysts from the immobilization of cells in loofa
sponge, both for the synthesis of FOS, as well as in the advancement of the segment of

bioproducts of industrial interest and in the implementation of diverse bioprocesses.

Keywords: Aspergillus oryzae; loofa sponge; immobilization; biocatalytic cells;

fructosyltransferase.
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1 INTRODUCAO

Cada vez mais, observa-se 0 aumento dos cuidados com a satde pela popula¢do humana,
despertando na industria a necessidade de alimentos mais saudaveis e com baixo valor calorico
(Correa et al., 2024). Os fruto-oligossacarideos (FOS) representam, atualmente, a melhor
alternativa como agucares prebiéticos com inimeros beneficios para a satde e nutricdo humana
e animal e, portanto, tem recebido cada vez mais atencdo por parte de pesquisadores e
industrias, principalmente farmacéuticas e alimenticias (Cunha et al., 2019; Goncalves et al.,
2020).

Esses prebidticos sdo acgucares, de baixa caloria, ndo cariogénicos, podem ser
consumidos seguramente por diabéticos, aumentam a absorcdo de célcio e magnésio pelo
organismo humano e, por nao serem hidrolisados pelas enzimas gastrointestinais, promovem a
seletividade bacteriana na microbiota intestinal, auxiliando na eliminagdo de microrganismos
patogénicos e na prevencao do cancer de célon (Drabinska; Krupa-Kozak; Jarocka-Cyrta, 2020;
Mutanda et al., 2014; Rajagopalan; Krishnan, 2018). Os FOS auxiliam ainda na reducdo dos
niveis séricos totais de colesterol e no tratamento de doengas como a anemia, hipertenséo
arterial e insuficiéncia renal (Correa et al., 2024).

Os FOS ocorrem naturalmente em uma grande quantidade de vegetais e podem ser
encontrados em mais de 36 mil espécies de plantas (Mussatto; Mancilha, 2007), cujas fontes
naturais de obtencdo mais conhecidas séo: cebola, alho, aspargos, banana, alcachofra, tomate,
chicoria, dentre outros (Cunha et al., 2019).Comercialmente os FOS podem ser sintetizados por
meio de processos quimicos, fisicos ou enziméticos, sendo mais comumente empregado em
escala industrial os métodos enzimaticos (Mutanda et al., 2014).

A producdo de FOS ocorre mediante a reacdo de transfrutosilacdo de moléculas de
sacarose catalisadas por enzimas de origem microbiana como as frutosiltransferases (FTase,
E.C.2.4.1.9), as quais apresentam elevada atividade de transfrutosilagdo (Cunha et al., 2019;
Garcia et al., 2021; Gongalves et al., 2020; Maiorano et al., 2008; Perna et al., 2018). O fungo
Aspergillus oryzae IPT-301 tem sido reportado como fonte potencialmente produtora da
FTases, com elevada atividade de transfrutosilagdo, dentre as dezessete linhagens de fungos
filamentosos avaliadas (Fernandez et al., 2007).

Em 2022, o mercado mundial de FOS atingiu valor de US$ 2,59 bilhdes, e espera-se
ainda uma taxa de crescimento anual de 8,8% até 2030 alcangcando US$ 5,09 bilhdes (Rawat et

al., 2024), fator que torna a producdo industrial atrativa para esse agucar nutracéutico. No
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entanto, o Brasil ainda ndo possui tecnologia eficaz para a sua producdo em larga escala que,
atualmente, é suprida por importagdes. Os custos relacionados a producdo enzimética e ao
rendimento reacional continuam desafiadores frente ao escalonamento do processo. O uso de
enzimas requer a recuperacdo e a reutilizacdo destas para tornar o processo economicamente
viavel. A producgdo de FOS com FTase sollvel, mediante biocatalise homogénea, pode gerar
altos custos de sintese e purificagdo da enzima, instabilidade da sua estrutura tridimensional
quando isolada do seu ambiente natural e possivel perda de atividade devido as condicdes do
processo ou inibicdo pelo substrato e/ou produto. Além disso, as enzimas solUveis contaminam
0 produto desejado e muitas vezes ndo podem ser recuperadas do meio reacional em sua forma
ativa (Souza et al., 2017).

Dessa forma, a imobilizacao de células surge como estratégia para contornar problemas
relacionados a instabilidade para aplicacdo em larga escala de bioprocessos enzimaticos.
Ressalta- se ainda que, a imobilizacéo de células é considerada mais vantajosa que a de enzimas
visto que ndo necessita das etapas de extracdo, precipitacdo e purificacdo prévia da proteina, ja
que utiliza a prépria estrutura celular como suporte natural da enzima (Ganaie; Lateef; Gupta,
2014). Tais caracteristicas permitem uma grande vantagem operacional quando comparado ao
uso de enzimas (Canilha; Carvalho; Silva, 2006). A imobilizacdo consiste em confinar, fisica
ou quimicamente, células microbianas a um suporte sélido insolivel em meio aquoso ou
solvente orgénico, obtendo-se um biocatalisador heterogéneo com elevada especificidade,
seletividade e estabilidade (Dwevedi, 2016). Essa técnica ainda é capaz de promover aumentos
expressivos de atividade e estabilidade do biocatalisador heterogéneo quanto a estocagem a
qual, geralmente, é superior a da enzima soltvel (Martinez et al., 2016)

Em meio aos numerosos métodos e suportes disponiveis, este trabalho prop6s utilizar
um suporte inovador, a esponja vegetal, pois alem de ser encontrada em abundéancia no Brasil,
¢ um material altamente poroso, de baixo custo e tem caracteristicas estruturais que podem
reduzir a tensdo e dificuldade na passagem de ar e nutrientes entre as células e o sistema
(IQBAL et al., 2005). Trabalhos encontrados na literatura reportaram grande sucesso no uso de
esponja vegetal como suporte (Martinez et al., 2016; Mussatto et al., 2012; Zdarta; Jesionowski,
2016).

Diante disso, visando o0 aumento e otimizagdo na producdo de FOS, principalmente no
mercado interno, para atender a sua crescente demanda comercial, este estudo aborda a
producdo de biocatalisador heterogéneo inédito para a sintese de FOS mediante a imobilizac&o

de células de A. oryzae IPT-301 em suporte durante o cultivo celular submerso em meio de
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cultura sintético. Buscou-se obter um biocatalisador robusto que apresente expressivas
atividade, seletividade e especificidade, além de elevada estabilidade, especialmente térmica e
operacional, de modo a ser empregado em diferentes configuracGes de reatores, para a sintese
de FOS, operados nos modos batelada e continuo. Ressalta-se que estes foram os primeiros
resultados alcancados para células de Aspergillus oryzae IPT-301, com atividade de

transfrutosilacdo, imobilizada em esponja vegetal.
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

Produzir e imobilizar células de Aspergillus oryzae IPT-301 em esponja vegetal durante
0 cultivo submerso e caracteriza-las quanto as suas propriedades bioquimicas e de estabilidade
visando obter um biocatalisador heterogéneo ativo e estavel para a sintese de fruto-

oligossacarideos (FOS).

2.2 ESPECIFICOS

o Quanto a sintese do biocatalisador heterogéneo

a) Produzir células biocataliticas de A. oryzae IPT-301 e imobiliz&-las em esponja vegetal
durante o cultivo celular submerso em meio de cultura sintético;

b) Determinar a capacidade de crescimento das células biocataliticas na esponja vegetal
em fungdo do tempo de cultivo e da atividade enzimética mediante a avalia¢do da curva
de crescimento microbiano;

c) Caracterizar o suporte organico nas condi¢des in natura e com as células biocataliticas

imobilizadas visando comprovar seu potencial como material para imobilizacao.

o Quanto aos estudos de caracterizacdo das propriedades bioquimicas e de
estabilidade do biocatalisador heterogéneo

a) Avaliar os efeitos da temperatura, do pH e da concentracdo de substrato do meio
reacional na atividade de transfrutosilacdo do biocatalisador heterogéneo;

b) Avaliar as estabilidades térmica, de armazenamento e frente ao pH de incubacdo do
biocatalisador, assim como estimar seus parametros termodinamicos;

¢) Monitorar o desempenho do biocatalisador em ciclos consecutivos em batelada e em
reator de leito fixo para avaliacdo da sua estabilidade operacional e obtencdo dos

parametros de desempenho na sintese de FOS.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 FRUTO-OLIGOSSACARIDEOS (FOS)

3.1.1 Definicéo, estrutura e sintese

As fibras sdo carboidratos ndo digeriveis e podem ser classificadas de acordo com suas
caracteristicas botanicas, quimicas e fisiologicas. Nessa classe, destacam-se os frutanos, que
sdo polimeros naturais formados por frutose, ligada ou ndo a uma molécula terminal de
sacarose. Os frutanos podem ser classificados em levanas (polimeros lineares com ligacdes
glicosidicas B(2—6), compostos ramificados (polimeros que possuem ligagdes tipo B(2—6) e
B(2—1)) e inulina (polimero linear com ligagdes glicosidicas p(2—1)) (Correa et al., 2024,
Macedo; Vimercati; Aradjo, 2020).

As principais classes de frutanos sdo: as inulinas que podem formar polimeros (com um
grau de polimerizacdo (GP) igual ou superior a 10) e os chamados fruto-oligossacarideos (FOS)
ou oligofrutoses, que consistem em oligdmeros (com GP entre 3 e 9) (Septiyani; Wijanarka;
Nurhayati, 2023).

De acordo com Saad (2006) e Roberfroid (2007), oligofrutoses e FOS sdo termos
sinbnimos. Entretanto, na literatura, o termo oligofrutose é comumente utilizado para descrever
inulinas de cadeia curta enquanto FOS é majoritariamente empregado para denominar frutanos
de cadeia curta obtidos por meio de moléculas de sacarose (Huang et al., 2016). As cadeias de
FOS sdo constituidas de uma molécula de sacarose alongada por uma cadeia de unidades
frutosil, conectadas por meio de ligagdes glicosidicas do tipo B-(2,1), possuindo um formato
genérico do tipo GFn (em que G se refere a molécula de glicose, F de frutose e n ao nimero de
unidades do grupo frutosil) (Garcia et al., 2021). Os FOS séo encontrados, principalmente, na
forma de kestose, nistose e B-frutofuranosilnistose (Michel et al., 2016) e suas respectivas

estruturas moleculares podem ser observadas na Figura 1.
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Figura 1 - Moléculas de sacarose, kestose, nistose e -frutofuranosilnistose
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Fonte: Cunha (2017, p. 18).

Os FOS ocorrem naturalmente em uma grande quantidade de vegetais e podem ser
encontrados em mais de 36 mil espécies de plantas (Mussatto; Mancilha, 2007). Porém, nem
todas sdo viaveis para fins alimenticios, sendo que as fontes mais conhecidas séo: cebola, alho,
aspargos, alcachofra, tomate, banana, chicéria, dentre outras (Cunha et al., 2019). Contudo, o
rendimento da producdo de FOS proveniente do uso de enzimas oriundas de plantas é limitado
devido as condicdes sazonais (Macedo et al., 2021).

Comercialmente os FOS podem ser sintetizados por meio de processos quimicos e
fisicos, porém os métodos enzimaticos sdo mais comumente empregado em escala (Mutanda et
al., 2014). A obtencdo de FOS pelo método enzimatico se da por meio de trés principais vias:
(i) hidrdlise da inulina realizada pelas enzimas inulinases; (ii) reacdo de transfrutosilacdo da
sacarose realizada pela enzima frutosiltransferase (FTase); ou (iii) a¢do de enzimas -
frutofuranosidases (FFase) que hidrolisam o terminal ndo-redutor da sacarose (Belmonte-
Izquierdo et al., 2023)

Para a producéo industrial de FOS deve-se obter a triagem de microrganismos que
produzem alta atividade enzimatica (Karkeszova; Polakovi¢, 2023). Estudos mostram que
dentre os possiveis microrganismos produtores de frutosiltransferases, o fungo A. oryzae
destaca-se como 0 mais promissor para a producao da enzima em escala industrial (Fernandez
et al., 2007; Maiorano et al., 2008).

As principais caracteristicas dos FOS comerciais estdo associadas ao baixo valor
energeético (2 kcal/g) com poder adogante de 40% a 60% comparado ao da sacarose e estes ndo

diferem dos FOS encontrados naturalmente nos alimentos (Khuenpet et al., 2015; Santos-
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Moriano et al., 2015). E possivel verificar na literatura que a viscosidade dos FOS, quando em
solucdo, e sua estabilidade térmica sdo superiores ao da sacarose, para a mesma proporcao,
além de serem estaveis em faixa de pH ente 4 e 7 (Ureta et al., 2019). Além disso, por serem
ndo redutores, ndo sao susceptiveis a reacdo de Maillard e caramelizacdo (Sethupathy et al.,
2020).

Devido a escassez da ocorréncia natural destes produtos e pela forma de producéo dos
compostos FOS, esses oligbmeros sdo comercializados com precos significativamente
elevados. Em 2008, o valor de mercado dos FOS foi de cerca de 4 €.kg™*. Ja em 2019, este valor
saltou para aproximadamente 150 €.kg™. A producio mundial de FOS também em 2019 foi em
torno de 167 mil toneladas, com valor equivalente a 390 milhGes de euros (Bedzo; Mandegari;
Gorgens, 2019). Em 2022, o mercado mundial de FOS atingiu valor de US$ 2,59 bilhdes, e
espera-se ainda uma taxa de crescimento anual de 8,8% até 2030 alcancando US$ 5,09 bilhdes
(Rawat et al., 2024).

3.1.2 Beneficios e aplicactes

De acordo com Ribeiro et al. (2022), um alimento pode ser considerado prebiotico, se
ele for resistente a acidez géastrica, ndo sofrer hidrélise por enzimas de mamiferos e ndo ser
absorvido pelo trato gastrointestinal, bem como favorecer o crescimento de bactérias intestinais
benéficas a salde humana. Os FOS séo classificados como prebioticos e fibras sollveis, visto
gue sdo componentes alimentares que ndo sofrem hidrolise pelas enzimas no trato digestivo,
chegando intactos ao intestino grosso, e so entdo, sdo seletivamente fermentados, levando a
producdo de acido lactico e &cidos graxos de cadeia curta, com consequente diminui¢do do pH
no intestino grosso, o que favorece o crescimento de bactérias benéficas ao colon, como
bifidobactérias e lactobacilos (Macedo; Vimercati; Araudjo, 2020), a0 mesmo tempo que reduz
ou evita a proliferacdo de populagdes microbianas patogénicas, como Clostridium spp. e
Escherichia coli (Caetano et al., 2016). Dessa forma, previne o cancer de colon (Dias et al.,
2022).

Fibras prebidticas, como FOS, inulina e mananoligossacarideos (MOS), foram
incorporados ao leite desnatado para avaliar seu impacto na microbiota intestinal do ser
humano. A adi¢do de FOS ao leite obteve os melhores resultados, uma vez que modulou
positivamente a microbiota intestinal promovendo o crescimento de microrganismos benéficos

como Lactobacillus e Bifidobacterium (Correa et al., 2024).
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Lobo, Colli e Filisetti, (2006) analisaram durante seus experimentos que houve um
aumento da absorgdo de célcio e magnésio, ao ministrarem FOS 5% em ratos, evidenciando,
portanto, um importante beneficio do oligdmero na manutencéo da satde dos 0ssos. Avaliaram
tambeém os efeitos do FOS sobre o estado nutricional de ferro e zinco, e biomarcadores de
resposta imune em criangas em idade pré-escolar, comprovando que o FOS melhorou a resposta
imune intestinal.

Os FOS ainda apresentam baixos valores de consumo calorico (2,0 kcal/g) e baixo
indice glicémico, pois ndo sdo usados como fontes de energia no corpo humano, reduz ainda a
permeabilidade intestinal e, assim, a sensibilidade a insulina, sendo um alimento seguro para
pacientes diabéticos e pré-diabéticos (Correa et al., 2024). O consumo de FOS é também
considerado uma ferramenta nutricional valiosa pois auxiliam no controle do colesterol e na
prevencdo da anemia, obesidade, osteoporose, hipertensdo, intolerancia a lactose, insuficiéncia
renal e cancer gastrointestinais (Drabinska; Krupa-Kozak; Jarocka-Cyrta, 2020; Rajagopalan;
Krishnan, 2018). Existem ainda estudos que comprovam que os FOS s&o anticariogénicos, ou
seja, ndo sdo assimilados por Streptococcus mutans para a geracdo de acidos e B-glucanos
insolUveis, responsaveis pela formacéo de caries dentarias (Mutanda et al., 2014).

FOS mostrou-se ainda um aliado na redugdo da pressdao arterial em portadores de
hipertensdo e é considerado benéfico, pois estd associado ao aumento da digestdo e
metabolizacdo da lactose, aumento da sintese de vitaminas (principalmente as do complexo B),
diminuicdo do crescimento de bactérias nocivas e toxinas, reducdo do potencial de patologias
como doencas autoimunes, cancer, acne, cirrose hepatica, constipacao, intoxicacao alimentar,
diarreia associada a utilizacdo de antibioticos, problemas digestivos, alergias e intolerancias a
alimentos e gases intestinais (Caetano et al., 2016).

Além dos beneficios ja demonstrados, a suplementacdo alimentar com frutanos tem se
mostrado uma ferramenta importante para pacientes com doenca celiaca recém-diagnosticada
(Correa et al., 2024). Drabinska, Krupa-Kozak e Jarocka-Cyrta (2020) conduziram um estudo
piloto para examinar os efeitos do FOS em vitaminas em criangas celiacas submetidas a uma
dieta sem glaten e observaram aumento de vitamina D e vitamina E.

Em relacdo a aplicagdo na industria alimenticia, o FOS tem tido mais sucesso quando
aplicado como substituto da sacarose e de ingrediente prebiotico (Correa et al., 2024), visto que
tem sabor neutro e estabilidade ao longo de um ampla faixa de pH e temperatura (Alves et al.,
2020; Angiolillo; Conte; Del Nobile, 2015; Arruda et al.,, 2022), e se combinado com

edulcorantes de alta intensidade, fornecendo um perfil de sabor balanceado, reduzindo o sabor
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residual (Gonzalez-Tomas; Coll-Marqués; Costell, 2008). A industria de laticinios tem
desempenhado um papel de lideranca no desenvolvimento funcional de alimentos, pois varios
produtos lacteos foram enriquecidos com FOS e inulina para melhorar seus beneficios a satde
e nutricdo humana, entre os principais destacam-se, iogurtes, bebidas de soro de leite, queijos
e sorvetes (Correa et al., 2024). H& ainda a possibilidade de serem empregados em alimentacao
animal, ou em uso cosmético e farmacéutico (Mutanda et al., 2014).

Apesar de todos estes beneficios, é importante atentar-se a quantidade consumida. De
acordo com Kuthiala et al. (2021), efeitos positivos de ingestdo de FOS séo alcancados com
doses de 20 gramas/dia para adultos e 4,2 gramas/dia para bebés com menos de um ano de
idade. Acima desses valores, os individuos podem sentir inchago, célicas estomacais, diarreia

e gases intestinais.

3.2 FRUTOSILTRANSFERASE

Para a producdo de FOS as células podem ser de origem vegetal quanto de origem
fangica, porém, o rendimento na producdo utilizando células originadas de plantas €
relativamente baixo e a producdo em massa é limitada pelo fator sazonalidade. Esta é a principal
raz&o pelo qual a producgéo industrial de FOS depende principalmente de células derivadas de
fungos (Macedo et al., 2021).

A enzima frutosiltransferase (FTase), é classificada como uma transferase (lubmb,
2021) e é responsavel por catalisar as reacdes de transferéncia de grupos frutosil paraa molécula
de sacarose, sintetizando fruto-oligossacarideos (FOS) como principal produto (Choukade;
Kango, 2019; Cunha et al., 2019; Gongalves et al., 2020). As FTases sdo enzimas que possuem
alta atividade de transfrutosilacdo e rendimentos para a producdo de FOS a partir da sacarose
de aproximadamente 57 %, para altas concentracGes do substrato (Karkeszovd; Polakovig,
2023).

A atividade de transfrutosilacdo das FTases se deve a sua acdo na clivagem da ligacédo
glicosidica B (2—1) da molécula de sacarose, 0 que resulta na transferéncia de uma molécula
de frutose para um aceptor, que pode ser outra molécula de sacarose, o que leva a formacdo de
FOS e a liberacdo de uma molécula de glicose no meio reacional (Cunha et al., 2019; Guan et
al., 2017; Pereira, 2021). Perna et. al. (2018) relataram que, embora véarias publicagcdes na
literatura apresentem dados sobre a producdo de FTases e suas fontes microbianas, ha escassez

de trabalhos sobre sua producéo em escala piloto.
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A FTase é produzida por varios microrganismos incluindo bactérias e fungos (MICHEL
et al., 2016). Na literatura, diversos autores reportam 0s seguintes micro-organismos por
possuirem espécies e cepas capazes produzir FTase: Aureobasidium, Arthrobacter, Aspergillus,
Bacillus, Candida, Claviceps, Cryptococcus, Fusarium, Lactobacillus, Penicillium,
Phytophthora, Rhizopus, Rhodotorula, Saccharomyces, Scopulariopsis, Sporotrichum,
Streptococcus, Xanthophyllomyces e Zymomonas (Cunha et al., 2019; Ganaie; Lateef; Gupta,
2014; Guan et al., 2017; Mutanda et al., 2014).

Os microrganismos mais investigados na producdo de FOS sdo o Aspergillus japonicus
e 0 Aspergillus niger (Lateef et al., 2012; Mussatto et al., 2009; Sheu et al., 2013). Entretanto,
estudos realizados por Fernandez et al. (2007) mostraram que a FTase presente nas células
microbianas de Aspergillus oryzae IPT-301 apresentou maior atividade de transfrutosilacao e,
portanto, um maior potencial para a producdo de FOS, entre as dezessete cepas de fungos
filamentosos investigadas.

O efeito da composi¢cdo do meio, temperatura, pH, umidade inicial do substrato,
concentracdo de inéculo e porosidade do suporte sdo de importancia essencial para o
desenvolvimento de bioprocessos. Em um sentido geral, o0 aumento da produtividade esta
relacionado a otimizacdo do meio (Rigo et al., 2021). Ottoni et al. (2012) investigaram a
composigdo do meio de cultura visando otimizar a producéo de enzimas com elevada atividade
de transfrutosilacdo a partir do cultivo de Aspergillus oryzae IPT-301 em agitadores orbitais
tipo shaker, e reportaram a sacarose como a melhor dentre as fontes de carbono analisadas,
verificando gque sua concentracdo tem influéncia direta na producdo de biomassa e na atividade

enzimatica.

3.2.1 Atividade de Transfrutosilacao

A reacdo de transfrutosilacdo da sacarose esta esquematizada na Figura 2, em que as
moléculas de frutose sdo transferidas para a posicao B-(2—1) da molécula de sacarose, que
conecta o grupo glicosil ao grupo frutosil, catalisada pela FTase, levando a formacéo de FOS e

a liberacdo de glicose (Ribeiro et al., 2022).
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Figura 2 - Reacéo de transfrutosilagéo da sacarose pela FTase

Sacarose [(Zﬁl)'B'D‘fmtOSﬂ].: [(2—)1)-B-D'frl.1CtOSﬂ],.__1 Glicose

Fonte: Cunha (2017, p. 18).

Defini¢des distintas para a atividade de transfrutosilacdo sdo encontradas na literatura.
Fernandez et al. (2007) e Ottoni et al. (2012) definiram a atividade de transfrutosilacdo como a
quantidade de enzima que produz um micromol de FOS por minuto nas condig¢des
experimentais adotadas. Chen e Liu (1996), Ganaie, Lateef e Gupta (2014) e Hayashi (1992) a
definiram como a quantidade de enzima necessaria para liberar um micromol de glicose por
minuto. Cunha et al. (2019), Faria et al. (2021) e Gongalves et al. (2020), utilizaram a defini¢céo
para a atividade de transfrutosilacdo como a quantidade de enzima que transfere um micromol

de frutose por minuto nas condi¢fes experimentais adotada.

3.3 IMOBILIZACAO DE CELULAS MICROBIANAS COM ATIVIDADE ENZIMATICA

A imobilizacéo de células é definida como a fixagéo de células em uma matriz inerte e,
preferencialmente, de elevada area especifica de forma a restringir o movimento celular, mas
que seja suficientemente porosa para permitir a difusdo de produtos e substratos, visando
aumentar a estabilidade da célula e possibilitar sua utilizagdo como biocatalisador (Krasnan et
al., 2016).

O emprego de enzimas sollveis apresenta altos custos de producéo e purificacéo,
instabilidade, reducdo de atividade devido as condi¢des do processo e inibi¢do pelo substrato

ou produto, implicando dessa forma, em um tempo de meia-vida operacional curto (Ashkan et



23

al., 2021). Ainda, tem-se a presenca de enzimas como parte integrante do meio (se ndo houver
uma etapa de separacdo da enzima, 0 que em muitos casos pode gerar off flavor em alimentos
e medicamentos, por conter tracos da enzima no produto final, e ainda, ser um fator de risco,
pois pode desencadear reacGes alérgicas ao consumidor final, no caso de alimentos,
medicamentos e bebidas (Aguiar-Oliveira; Maugeri, 2010). Além disso, ndo € possivel
reaproveitar a enzima, sendo sempre necessario uma nova batelada de biocatalisador para outro
ciclo reacional (Ashkan et al., 2021). Comparadas as células in natura, as células imobilizadas
oferecem diversas vantagens metabolicas e operacionais, incluindo o aumento do rendimento e
produtividade devido a alta densidade celular, possibilidade de reutilizacdo, maior resisténcia a
inibidores, menor custo e maior estabilidade (Jain; Awasthi; Ghosh, 2023). A estabilidade do
biocatalisador € melhorada ap6s a imobilizacdo devido ao impacto de protecdo da matriz
(Lapponi et al., 2022), garantindo assim que as células imobilizadas sejam mais tolerantes a
temperaturas, altas concentragdes de substratos, alteragdes de solvente ou pH do meio reacional
(Gao et al., 2021).

O avanco das pesquisas sobre imobilizacdo tem mostrado que a imobilizacéo de células
pode ser mais vantajosa que a imobilizacdo de enzimas, pois elimina a necessidade de extrair
do micro-organismo a enzima para depois fixa-la em um suporte (Canilha; Carvalho; Silva,
2006). Além disso, deixa de ser necessaria a etapa de purificacdo para obtencdo da enzima,
diminuindo o nimero de operagdes unitéarias do processo e o tornando rapido e de baixo custo
(Castro; Sato, 2014)

A imobilizacdo de células frequentemente fornece ainda o aumento da conversdo de
substrato em produtos devido a maior densidade de sitios ativos presentes, menor inibi¢éo pelos
produtos formados e menor tempo reacional. Entretanto, a imobilizagdo pode acarretar em
maiores custos de investimentos, impor limitacGes difusionais aos reagentes e produtos e até
mesmo causar desativagdo do biocatalisador (Krastian et al., 2016)

Dessa forma, a imobilizacdo de células surge como estratégia para contornar problemas
relacionados a instabilidade para aplicacdo em larga escala de bioprocessos enzimaticos, uma
vez que é considerada uma das ferramentas mais eficientes para contornar problemas
relacionados a instabilidade e inadequacdo para uso de biocatalisadores na presenca de alguns
solventes e/ou condi¢Oes de pH, temperatura ou a presenca de agentes que ocasionam a
desnaturacdo enzimatica (Ribeiro et al., 2023). Além disso, técnicas de imobilizacdo celular

tem se mostrado eficazes em diversas areas, como ambiental, farmacéutica e alimenticia,
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principalmente devido a alta eficiéncia e baixo custo que proporcionam (Jain; Awasthi; Ghosh,
2023)

3.3.1 Métodos de Imobilizacdo Celular

As células podem ser imobilizadas por diferentes métodos, visto que ndo existe um
método ou suporte de imobilizacdo que seja universalmente adequado para todas as células.
Cada célula possui diferentes caracteristicas fisico-quimicas, assim como 0s substratos e
produtos, que também possuem propriedades e aplica¢des Unicas. Portanto, as condi¢des ideais
de imobilizagdo podem ser determinadas empiricamente, testando diferentes técnicas, a fim de
obter maior retencdo da atividade enzimatica, estabilidade operacional e durabilidade (Souza et
al., 2017). Além disso, todos os métodos apresentam vantagens e desvantagens e a escolha deve
ser baseada em parametros como: atividade do biocatalisador, caracteristicas de regeneracgéo e
inativacao, custo do procedimento de imobilizagéo, toxicidade dos reagentes de imobilizacéo,
e propriedades hidrodinamicas e caracteristicas finais desejadas para as células imobilizadas
(Mol et al., 2023).

Atualmente, existem diferentes métodos de imobilizacéo (Figura 3), as quais podem ser
classificados em trés grupos: ligacdo a um suporte, aprisionamento em matrizes poliméricas e

reticulacdo entre as préprias células (Sheldon, 2007)

Figura 3 - Métodos de imobilizacéo celular

Métodos de Imobilizacio Celular
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Fonte: Adaptado de Wendhausen Junior (1998, p. 5).
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A reticulacdo envolve a formacdo de ligagdes quimicas, em que um polimero ou material
celular torna-se uma rede tridimensional densa (Cunha et al., 2019), na qual a propria estrutura
celular é usada como suporte (sem a adi¢cdo de um suporte externo) pela adicdo de um agente
quimico, que promove a reticulacdo celular (Garcia et al., 2021). Nesse mecanismo, ocorre a
formacéo de um aglomerado celular, de forma natural ou induzida artificialmente por meio de
agentes quimicos que promovam ligacdes cruzadas entre as células, chamados de agentes de
reticulacdo (Cruz et al., 2012). Cunha et al. (2019) destaca que a ndo limitagdo de tranferéncia
de massa como principal beneficio dessa técnica. As novas ligacdes impostas pela reticulagcdo
podem melhorar a estabilidade e tranferéncia de massa, mas também podem causar distor¢des
no sitio catalitico da enzima aderida as células microbianas (Cunha et al., 2019).

As técnicas de imobilizacdo por aprisionamento sdo geralmente simples e, em geral, séo
as mais utilizada na imobilizacdo de células, principalmente porque sdo mais estaveis para
resistir as condi¢Ges operacionais (Jain; Awasthi; Ghosh, 2023). Nesta metodologia, as células
sdo aprisionadas nos espagos vazios de uma rede polimérica composta por polimero natural ou
sintético, sendo a rede resultante porosa e rigida o suficiente para permitir a difusdo de
substratos e produtos e proteger o microrganismo (Lapponi et al., 2022). A aplicacdo da
imobilizacdo de células em géis de alginato é bastante encontrada na literatura para este método,
apesar das limitagdes de transferéncia de calor e massa e a baixa resisténcia fisica apresentada
pelo biocatalisador obtido (Souza et al., 2017). O principal mecanismo de imobilizagdo por
aprisionamento em matriz polimérica consiste na mistura de células microbianas e um
composto gel polimérico com cargas negativas, onde ocorre uma reacdo denominada
gelificacdo ibnica e tem-se a formacdo de gel de diferentes porosidades, este € o método de
aprisionamento das células microbianas em gel mais utilizado pela sua facilidade, baixa
toxicidade e alta capacidade de retencéo celular (Gongalves et al., 2020). Dentre as limitagdes
descritas para 0 uso da matriz de gel, destaca-se a baixa estabilidade na presenca de
componentes do meio de cultivo, como ions fosfato e citrato, 0s quais podem promover rupturas
e a dissolucdo das esferas formadas (Giese, 2015). A microencapsulacdo € a técnica de
imobilizacdo por confinamento que protege um composto ativo chamado nucleo através de uma
barreira fisica, onde utiliza-se filtros de membrana microporosa ou uma superficie de interacdo
com dois liquidos imissiveis, sendo ideal para sistema onde deseja-se obter alta concentragédo
celular (Rodriguez-Restrepo et al., 2017). Por altimo, o processo de aprisionamento de células
em fibra, apresenta alta area superficial e estrutura porosa das membranas nanofibrosas, o que

eleva a capacidade catalisadora das células imobilizadas (Antunes et al., 2020).
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A imobilizacéo celular por meio de ligacdo a um suporte pode ocorrer tanto por adsorgao
quanto por ligagao covalente. A imobilizacgao por ligagdo covalente baseia-se em promover uma
funcionalizacdo do suporte para que este contenha um grupo quimico capaz de ligar
covalentemente com a célula, formando uma forte ligacdo, que proporciona grande rigidez na
estrutura celular e sdo mais fortes e estaveis do que as interagdes fisicas, produzindo
biocatalisadores de elevada estabilidade. Esse método de imobilizagdo é um dos mais populares
devido a producédo de biocatalisadores com alta estabilidade, resistindo a condi¢des extremas
de temperatura, pH, entre outros (Rodrigues et al., 2021) Possui como maior limitacdo a
potencial toxicidade da célula por agentes quimicos utilizados para ativacdo do suporte,
tornando a selecdo das condicbes para imobilizacdo mais dificil que em outros métodos de
imobilizacdo (Jain; Awasthi; Ghosh, 2023). A imobilizacao por ligacdo covalente é preferida
guando € crucial manter a estabilidade estrutural e a atividade enzimatica a longo prazo, apesar
dos desafios adicionais de toxicidade dos reagentes (Liu et al. 2022). Por outro lado, a técnica
de adsorcéo consiste na imobilizagcdo promovida por ligacGes de natureza fraca entre a enzima
e 0 suporte, como interacdes hidrofdbicas, forcas de van der Waals, ligacGes de hidrogénio e
ligacGes idnicas entre as células e os grupos reativos do suporte utilizado (Manikandan et al.,
2023). Quando os poros do suporte utilizado possuem tamanho adequado, as células em
crescimento penetram no suporte e ocupam o0s espacos vazios dando origem a um biocatalisador
imobilizado. Tem como principais vantagens a simplicidade da técnica, 0 baixo custo por ndo
necessitar de etapas complexas de ativacdo do suporte para imobilizacdo (Jain; Awasthi;
Ghosh, 2023) e ainda, ndo altera significativamente a estrutura ou a atividade das células,
permitindo que ela mantenha suas propriedades cataliticas (Rodrigues et al., 2019).
Dependendo da afinidade das interagdes, a enzima pode adsorver no suporte rapidamente e de
forma reversivel, ou seja, a mesma pode dessorver espontaneamente para 0 meio reacional
(Rios et al., 2018). Alem disso, esta estratégia de imobilizacdo confere poucas mudancas na
estrutura tridimensional das células com o processo de imobilizacdo, conservando, muitas

vezes, sua atividade catalitica.
3.3.2 Suporte de Imobilizacéao
O maximo desempenho das células imobilizadas estd associado a escolha do suporte

utilizado, e embora existam diversos materiais para aplicagdo como suportes, deve-se

considerar as caracteristicas das células e uso final pretendido para o biocatalisador (Faria et
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al., 2021). Alguns dos principais pontos a serem observados na selecdo de um suporte para
determinada aplicacdo sdo: apresentar maior area superficial especifica, permeabilidade,
insolubilidade, capacidade de regeneracdo, morfologia e composicao, natureza hidrofilica ou
hidrofobica, resisténcia ao ataque microbiano, resisténcia mecanica e quimica (Pereira, 2021).
Além disso, o suporte deve ser estavel frente aos pardmetros de processo; apresentar baixa
denaturacdo; funcionalidade quimica; retencdo da atividade enzimatica inicial; durabilidade e
capacidade de reutilizacdo; compatibilidade com as células e substrato; baixo custo e facilidade
de manuseio (Zahirinejad et al., 2021). Ademais, a afinidade entre as células e o suporte é
essencial para que a imobilizagéo seja eficaz, pois uma baixa afinidade permite a dispersao das
células no meio reacional, enquanto uma afinidade muito alta é prejudicial a conversdo do
substrato (Laskin, 1985).

De acordo com sua origem, 0s suportes podem ser classificados como materiais
organicos e inorganicos. Os materiais organicos compreendem a uma classe de suportes muito
importantes no campo da imobilizacdo de biocatalisadores, pois apresentam como vantagens o
baixo custo, facil manuseio, boa reprodutibilidade e variedade de grupos funcionais reativos
que podem ser introduzidos na sua superficie, entretanto apresentam como maior desvantagem
a reducdo de sua estabilidade mecéanica com o tempo de uso (Aguiar-Oliveira; Maugeri, 2010).
Por outro lado, os materiais inorgénicos exibem variedades de formas fisicas e estruturas
quimicas que podem ser combinadas para formar um suporte ideal, e permitem maior variacdo
de parametros de processo em virtude de sua maior resisténcia, quimica, fisica, térmica e
microbioldgica, mas tem como ponto negativo os custos elevados (Bezerra, 2012; Mendes et
al., 2011).

Os suportes podem ainda, ser classificados quanto a sua morfologia, como porosos e
ndo porosos (Mateo et al., 2007). Os materiais porosos apresentam como principal vantagem
uma elevada area superficial interna disponivel para a imobilizacdo de células (Dalla-Vecchia;
Nascimento; Soldi, 2004). E crucial considerar o didmetro dos poros, pois estes devem ser
suficientemente grandes para acomodar as células, permitir o acesso do substrato e facilitar a
dessorcdo do produto (Dalla-Vecchia; Nascimento; Soldi, 2004). Em suportes ndo porosos, as
células acomodam-se apenas na sua superficie externa, o que facilita a interacdo do substrato
com o catalisador, eliminando a resisténcia de massa interna (Mendes et al., 2011). Contudo, a
pequena area superficial pode ser uma desvantagem (Mateo et al., 2007). Este problema pode

ser parcialmente superado pela utilizagdo de particulas finas ou fibras, porém, outras
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dificuldades surgem quando se utilizam particulas muito finas, como por exemplo, alta queda
de pressao e baixas vazdes para operacdo em reatores continuos (Mendes et al., 2011).

Assim como nao existe um método de imobilizacao aplicavel para todas as células, esse
principio é também utilizado na definicdo do suporte, pois cada um deles possui vantagens e
limitagdes, sendo necesséaria uma analise de um conjunto de informacGes para obter resultados
expressivos no processo de imobilizagdo (Zahirinejad et al., 2021).

Em busca por materiais eficientes e de baixo custo para a imobilizacdo de células, varios
materiais lignoceluldsicos ja foram estudados, mas a estrutura e as propriedades fisicas da
maioria desses materiais ndo sdo adequadas para a aplicacdo em reatores estaveis de leito fixo,
principalmente, por resultarem em biocatalisadores com baixas concentracfes de células
imobilizadas (Roble; Ogbonna; Tanaka, 2003). Entretanto, entre os diferentes suportes
descritos na literatura, a esponja vegetal tem se mostrado promissora nos processos de
imobilizacdo de células integras (Dzionek et al., 2018; Martinez et al., 2016; Mussato et al.,
2012; Saeed; Igbal, 2013) pois além de ser encontrada em abundancia no Brasil e se apresentar
como um material de baixo custo, destaca-se pela elevada porosidade (79 — 93%), baixa
densidade (0,02 — 0,04 g/cm® ) e alto volume especifico de poros (21— 29 cm?® g?),
caracteristicas estruturais unicas que podem reduzir a dificuldade na passagem de ar e nutrientes
entre as células e o sistema (Saeed; Igbal, 2013).

A esponja vegetal é derivada do fruto maduro e seco de Luffa aegyptiaca, cultivada na
maioria das regides subtropicais e tropicais, tem uma superficie hidrofilica na qual estdo
localizados muitos grupos funcionais e apresenta uma rede macroporosa que reduz limitagdes
difusionais, proporcionando assim fécil difusdo do substrato (Annunciado; Sydenstricker;
Amico, 2005). Além disso, é isenta de materiais que possam ser tdxicos para células
microbianas, tem operacdo e aplicacdo simples, alta estabilidade durante um longo periodo de
uso e sdo biodegradaveis (Dzionek et al., 2018; Guo et al., 2019).

Muitas informacOes encontradas na literatura mostraram o potencial de uso da espoja
vegetal como material de suporte para aplicacbes biotecnoldgicas. Saeed e Igbal (2013)
estudaram a imobilizacdo de células de diversos tipos, incluindo filamentosas e microalgas,
fungos, bactérias, leveduras, plantas superiores e hepatdcitos humanos e de ratos e concluiram
que as células imobilizadas em esponja vegetal tiveram um desempenho melhor do que as
células in natura e aquelas imobilizadas em materiais poliméricos naturais e sintéticos. Os
autores Saeed e Igbal (2013) ainda mencionam que 0s estudos mostraram que a esponja vegetal

é um material adequado para imobilizag&o celular, pois tem sido usada para imobilizar células
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pertencentes a varias classes de organismos em um estado bioativo. Martinez et al. (2016)
realizaram a imobilizacdo de Agrobacterium em esponja vegetal para produzir curdlan ao
longo de cinco ciclos consecutivos e obtiveram producdo média de curdlan pelas células
imobilizadas de 17,84 g L', durante o processo observaram que um grande nimero de células
de Agrobacterium aderiram na esponja vegetal, sem nenhuma alteragcdo em sua estrutura, e que
apresentaram alta estabilidade apos trezentos dias de armazenamento a -18°C. Por fim, a
aplicacdo do curdlan obtido por . Martinez et al. (2016) em um iogurte funcional resultou em
um produto com menor sinerese. Estudos realizados por Mussatto et al. (2012) para
imobilizacdo de células usando diferentes tipos de materiais de suporte, obteve maior producdo
de FOS utilizando esponja vegetal (133,1 g/L) como suporte em relagdo aos suportes fibra
sintética (120,3 g/L), esponja de aco inoxidavel (130,1 g/L) e cortica de carvalho (111,8 g/L).
Dzionek et. al (2018) imobilizaram todas as células da cepa Planococcus S5 em esponja
vegetal, para utilizar na degradacéo de naproxeno toxico, e identificaram que o biocatalisador
desenvolvido a partir da esponja vegetal apresentou alta resisténcia e degradou concentracgdes

mais elevadas do farmaco em comparacao com as células in natura.

3.3.3 Células biocataliticas imobilizadas

Huang et al. (2016) realizaram a imobilizacdo de células de Aspergillus aculeatus
M105, por encapsulamento em alginato de célcio, onde o pH e a temperatura ideais foram pH
5,0-6,0 e 65 °C, obtendo um biocatalisador capaz de ser aplicado na producédo de FOS por até
15 ciclos reacionais consecutivos, demonstrando sua capacidade de catalisar a producdo de FOS
de forma continua eficiente e estavel, sem significativa perda de atividade enzimatica. Isso é
crucial para aplicacdes na industria de prebidticos onde a reutilizacdo do biocatalisador por
varios ciclos é desejavel para reduzir custos e aumentar a eficiéncia dos processos
biotecnoldgicos.

Li et al. (2019) avaliaram a imobilizacdo de Alcaligenes sp. em espuma de poliuretano
para tratamento de aguas residuais contendo cianeto, obtendo alta estabilizacdo da imobilizacdo
com mais altas atividades em faixas de temperatura mais altas e em concentra¢bes mais altas
de cianeto em relagéo as células in natura, e ainda, as imobilizadas removeram completamente
500 mg de CN/L em 8 horas a 30 °C, pH 8,0 e 120 rpm, enquanto 12 horas foram necessarias
para o sistema de células in natura. Por fim, um biorreator CSTR foi projetado com sucesso e

operado de forma constante com aproximadamente 85% da eficiéncia média total de remocao
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por 52 dias. Xu et al., (2020) imobilizaram células de Penicillium polonicum para remover
chumbo, também no tratamento de &guas residuais, alcangando eficiéncia de 90,3% no
tratamento.

Shahri, Vahabzadeh e Mogharei (2020) imobilizaram Rhizopus oryzae em esponja
vegetal para produgdo de cido latico. Em seu trabalho, determinaram a capacidade de Rhizopus
oryzae de sintetizar acido lactico a partir de 10 gL de amido de batata soltvel, e obtiveram um
desempenho mais favoravel para as células imobilizadas em suporte em comparagdo com as
células in natura, onde a producdo méaxima foi de 5 g/l, obtida em 48 horas.

Goncalves et al. (2020) imobilizou células de Aspergillus oryzae IPT-301, contendo
enzima FTase previamente reticulada com glutaraldeido, por meio de aprisionamento em
esferas de alginato de céalcio, onde as maiores atividades de transfrutosilacdo foram obtidas sob
condi¢des de reacdo de 50 °C, pH 5,5 e concentracdo de substrato 400 g L™ e os niveis de
atividade de transfrutosilacdo encontrados com as células reticuladas com glutaraldeido e
aprisionadas em alginato de célcio foram aproximadamente 70% maiores que o0s obtidos com
células in natura, ndo reticuladas com glutaraldeido. Além disso, as células imobilizadas
(reticuladas + aprisionadas) retiveram a atividade de transfrutosilacdo até o terceiro ciclo de
deplecéo total de sacarose no meio reacional, atestando o uso potencial das esferas na producgéo
continua de FOS.

Garcia et al. (2021) apresentaram resultados promissores ao reticular com glutaraldeido
a biomassa catalitica do Aspergillus oryzae IPT-301, para a producdo de FOS. As células
reticuladas mostraram melhor atividade superior a enzima in natura em varias temperaturas,
pH e concentracdo de substrato. Os dados cinéticos sugeriram que as células reticuladas
apresentam maior afinidade substrato - enzima e taxa de transfrutosilagdo do que as células in
natura. Além disso, ap6s 12 ciclos de reacdo em batelada, a FTase presente na célula
imobilizada manteve 88,9% da atividade inicial, demonstrando maior estabilidade operacional
do que a FTase presente na célula in natura, que por sua vez, apresentou apenas 50,3% da

atividade inicial ap6s 0 mesmo numero de ciclos.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 MATERIAIS

Para a imobilizacdo das células biocataliticas, foram utilizadas esponjas vegetais
adquiridas em comércio local (Pocos de Caldas, MG) e sacarose comercial (marca Unido®),
também adquirida em comércio local, para uso como fonte de carbono para 0s ensaios de
cultivo microbiano e como substrato, constituinte do meio reacional.

Além disso, foram utilizados o0s seguintes reagentes de grau analitico:
tris(hidroximetil)aminometano P.A ((HOCH2)3sCNH) (LabSynth®, Brasil) e acido acético
(CH3COOH) (Dindmica®, Brasil) para preparacdo de solu¢do tampao tris-acetato; tartarato de
sodio e potassio tetrahidratado (KNaCsH406.4H,0) (Dindmica®, Brasil), hidroxido de sodio
(NaOH) (Dindmica®, Brasil) e acido 3,5-dinitrosalicilico (C7HsN207) (Synth®, Brasil) para
preparacdo do reagente DNS; extrato de levedura (LabSynth®, Brasil), nitrato de sddio
(NaNOs3) (Dinamica®, Brasil); Fosfato monopotassico (KH2PO4) (LabSynth®, Brasil); Sulfato
de magnésio heptahidratado (MgSO4.7H20) (Dindmica®, Brasil), Cloreto de manganés
tetrahidratado (MnC2.4H20) (LabSynth®, Brasil) e Sulfato de ferro heptahidratado
(FeSO4.7H20) (LabSynth®, Brasil) para a formulacdo do meio de cultura sintético; Agar
batata dextrose (KASVI®, Brasil); Glicerina (Isofar®, Brasil); Extrato de levedura (Synth®,
Brasil), Glicose (Dinamica®, Brasil), Tween-80 (Dinamica®, Brasil) e Cloreto de Sodio NaCl

(Dinamica®, Brasil) para producdo e armazenamento dos esporos.
4.2 METODOS
4.2.1 Sintese do biocatalisador heterogéneo
4.2.1.1 Microrganismo, condigdes de cultivo e preparo do indculo

Para a producdo de células biocataliticas, foi utilizada a cepa do fungo Aspergillus
oryzae IPT-301, fornecida pelo Laboratério de Biotecnologia Industrial do Instituto de
Pesquisas Tecnoldgicas de S&o Paulo (LBI/IPT-SP). Os esporos do microrganismo liofilizados

foram ressuspensos em 10 mL de &gua destilada estéril e aliquotas de 70 uL foram inoculadas

em meio de cultura solido, preparado em placa de Petri, contendo (em %, m v1): agar batata
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dextrose (KASVI®, Brasil) 2,0; glicerina (Isofar®, Brasil) 2,5; extrato de levedura (Synth®,
Brasil) 0,5 e glicose (Dindmica®, Brasil) 2,5. Ap06s incubacéo por 7 dias a 30 °C em incubadora
refrigerada do tipo B.O.D. (Tecnal®, modelo TE-371, Brasil), os esporos produzidos foram
coletados, por meio de raspagem utilizando alca de Drigalski, em 10 mL de solucdo constituida
por NaCl (Dindmica®, Brasil) 0,95% (m v'') e Tween-80 (Dindmica®, Brasil) 0,1% (v v1). A
suspensdo obtida foi homogeneizada com solucdo de glicerina (Isolar®, Brasil) 20,0% (m v!),
e a concentracdo de esporos, com auxilio de uma cadmara de Neubauer (Newoptics®, Coréia do
Sul), foi ajustada para 1 x 10" esporos mL™, seguido de armazenamento sob refrigeracio a
-6 °C (Cunhaet al., 2019; Dias et al., 2022; Garcia et al., 2021; Gongalves et al., 2020; Ribeiro
etal., 2023).

4.2.1.2 Preparo do material de suporte

As esponjas vegetais, utilizadas como material de suporte para a imobilizagéo das
células microbianas, foram manualmente cortadas para formar pecas cubicas com 1,0 cm de
aresta (Figura 4). Durante o preparo do material, o interior das esponjas foi retirado e

descartado, utilizando-se apenas as paredes externas das esponjas.

Figura 4 - Esponja vegetal em formato de cubos de 1,0 cm de aresta para a imobilizagéo de

células biocataliticas de A. oryzae IPT-301

Fonte: Autor (2024).

Posteriormente, as pecas cubicas de esponja vegetal foram alocadas em um béquer
contendo agua destilada, de modo que todo material estivesse submerso. O béquer foi
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transferido para um banho- maria (Tecnal®, modelo TE-054-MAG, Brasil) a 100 °C por 30
minutos e o material foi lavado e deixado por 24 horas em agua destilada, substituida em
intervalos de 8 horas. Finalmente, as pecas cubicas foram secas em estufa com circulacao e
renovacdo de ar (Tecnal®, Modelo TE-394/2 MP, Brasil) a 70 °C por 24 horas (Igbal et al.,
2005). A Figura 5 ilustra de forma esquematica as etapas para o preparo do material de suporte.

Figura 5 — Pré-tratamento da esponja vegetal para uso como material de suporte

M —>
ok 1cm
. i —
. 24 horas em agua destilada '
Banho Maria (substituida em intervalos de - Y @
T=100°C por 8 horas) i A
30 min Estufa

T=70 °C por 24 horas

Fonte: Autor (2024).

4.2.1.3 Ensaios de caraterizacdo do material de suporte (esponja vegetal)

A estrutura morfoldgica e as propriedades texturais da esponja vegetal, na auséncia e
presenca das células biocataliticas imobilizadas, foram observadas por microscopia eletronica
de varredura (MEV) por meio de um microscépio eletrénico (Zeis EVO MA-10, Alemanha),
com tensdo de aceleracdo de 15 kV e distancia de 12 mm. As imagens foram ampliadas em 120
vezes. As amostras do material de suporte foram depositadas sobre uma fita de carbono em um
porta amostras (stub) e foram recobertas por uma fina pelicula de liga de ouro-paladio por meio
do processo de sputtering, com o uso de um mini Sputter Coater (POLARON EMITECH®,
modelo SC7620, Inglaterra). O processo de recobrimento teve duracao de 3 minutos.

As amostras da esponja vegetal foram previamente preparadas em Vap Prep 61 (Sample
Degas System), secas a vacuo por 2 h a 60 °C e suas areas de superficie especifica foram
determinadas por fisissor¢do de Nitrogénio a 77 K em analisador Micromeritics Gemini VII
Surface Area and Porosity (Micromeritics®, EUA), usando o método BET (Brunauer; Emmett;
Teller, 1938). Para a obtengéo do volume e tamanho de poros do material de suporte, foi
utilizado o método BJH (Barrett; Joyner; Halenda, 1951).

Quanto aos ensaios de analise térmica, o material de suporte foi caracterizado por

Termogravimetria (TG) e por Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC). As amostras foram
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analisadas em Calorimetro de Varredura Diferencial (TA Instruments®, EUA) a uma taxa de
aquecimento e resfriamento de 10 °C min* sob vazdo de argdnio a 100 mL min™, sendo
aquecidas até 300 °C. O teor de umidade presente na esponja vegetal foi obtido por secagem
direta em estufa com circulacéo e renovacéo de ar (Tecnal®, Modelo TE-394/2-MP, Brasil) a
105 °C por 24 horas conforme método adaptado de Zenebon, Pascuet e Tiglea (2008).

A massa por unidade de &rea da esponja foi determinada utilizando-se a norma 1SO
9073-1:1989 - Textiles - Test methods for nonwovens - Part 1: Determination of mass per unit.
Para isso, utilizou-se trés corpos de prova com area de 50.000 mm2. A avaliacdo mecanica das
pecas foi feita a partir de ensaio de resisténcia mecanica sob tracdo, de acordo com a norma
ISO 9073-3:1989 - Textiles - Test methods for nonwovens - Part 3: Determination of tensile
strength and elongation, utilizando-se cinco corpos de prova nas dimensdes de (50 x 300) mm
por direcdo do material e foram ensaiados longitudinalmente, mediante utilizacdo de um
dinam6metro (Instron®, modelo 5585 H tipo CRE, EUA). A distancia inicial entre as garras
foi de 200 mm e a velocidade de separacdo da garra movel (taxa constante de extensao) foi de
100 mm mint. Os ensaios foram realizados pelo Laboratério de Quimica e Manufaturados do
Instituto de Pesquisas Tecnoldgicas do Estado de Séo Paulo (IPT/SP). O material foi
condicionado a (20 = 2) °C e (65 = 4) % U.R. (umidade relativa) durante 24 horas.

4.2.2 Producéo e imobilizagdo das células biocataliticas

As células biocataliticas de A. oryzae IPT-301, contendo a enzima FTase micelial, foram
produzidas por cultivo submerso em meio de cultura sintético. Um volume de 50 mL do meio
de cultura, constituido por (em %, m v!) sacarose 15, extrato de levedura 0,5, NaNOs 0,5,
KH2PO4 0,2, MgSO4-7H20 0,05, MnCl,-4H,0 0,03 e FeSO4-7H>0 0,001, foi adicionado em
frascos Erlenmeyers de 250 mL, vedados com algoddo e esterilizados em autoclave vertical
(Phoenix Luferco®, Brasil) por 20 minutos a 120 °C e 2,022 atm. O pH do meio foi ajustado
para 5,5 antes da esterilizacdo. As particulas cubicas do material de suporte (esponja vegetal),
previamente tratados, também foram esterilizadas em autoclave, sob as mesmas condicoes
experimentais, em frascos separados. Posteriormente, 12 pegas do material de suporte foram
adicionadas ao meio estéril e incubado em agitador orbital do tipo shaker (Tecnal®, modelo
TE-4200, Brasil), inoculando-se 500 pL de suspenséo de esporos do fungo na concentragéo de

1 x 107 esporos mL™,
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O cultivo foi conduzido a 30 °C e 200 rpm ao decorrer de 50 horas de processo, com
coleta de amostras em intervalos de tempo pré-definidos (Ribeiro et al., 2023; Dias et al., 2022;
Garcia et al., 2021 e Cunha et al. 2019, Ottoni et al., 2012). O contetdo total do frasco foi
filtrado a vacuo e o material retido (células biocatalitica imobilizadas) foi lavado
abundantemente com &gua destilada, armazenado sob refrigeracdo a 4 °C e, posteriormente,
usado para a construcdo das curvas de crescimento microbiano e ensaios das propriedades
bioquimicas do biocatalisador heterogéneo obtido. A Figura 6 ilustra a metodologia utilizada

para esta etapa do trabalho. Os experimentos foram realizados em triplicata.

Figura 6 — Sequéncia utilizada para producdo e imobilizacéo das células

T gl ﬁ .‘i?

4§ Esterilizagdo o wEE — ® \ Fermentacgo
—

4
v ﬁq )

e -
> < ‘ /. .a

X 50 mL de meio T
Material de cultura N
de em frasco

suporte Erlenmeyer
pH 5,5

500 pL do fungo na concentracao
< 8 de 1 x 107 esporos/mL
Autoclave Agitador Orbital Shaker
T=120 °C por 15 min e P=2 atm T=30°C e 200 rpm

Fonte: Autor (2024).

4.2.3 Construcédo das curvas de crescimento microbiano

A quantidade de células biocataliticas imobilizada nas particulas cubicas de esponja
vegetal em funcdo do tempo de cultivo foi obtida mediante a determinagéo de sua massa seca,
conforme método adaptado de Mussatto et al. (2009). Para isso, a quantidade de células
produzidas foi calculada pela diferenca entre a massas de células secas e de suporte contido no
meio de cultura (gesiula/ Gsuporte). A massa celular foi obtida apds os ensaios de atividade
enzimatica por meio da secagem, das células imobilizadas, em estufa com circulacdo e
renovacdo de ar (Tecnal®, modelo TE-394/2-MP, Brasil) a 40 °C por 48 h. A média da razéo
dos valores das massas de células secas e do material de suporte, com seus respectivos desvios
padrdo, foram plotados em funcdo do tempo de cultivo para a construcdo das curvas de
crescimento microbiano. Concomitantemente, também foram monitorados o pH do meio de
cultura ao decorrer dos ensaios de cultivo e imobilizagdo das células, cujos valores foram
medidos com auxilio de um pHmetro digital (Tecnal®, modelo R-TEC-7/2-MP, Brasil) e
plotados em funcdo do tempo de cultivo (Cunha et al., 2019; Perna et al., 2018).
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4.3 CARACTERIZACAO DAS PROPRIEDADES BIOQUIMICAS DO
BIOCATALISADOR HETEROGENEO

4.3.1 Influéncia da temperatura e pH do meio reacional na atividade enzimatica

Ensaios de planejamento experimental do tipo Delineamento Composto Central
Rotacional 2% foram aplicados visando avaliar a influéncia das variaveis (fatores) pH e da
temperatura do meio reacional na atividade de transfrutosilacdo do biocatalisador heterogéneo.
Para os estudos de planejamento, foram selecionadas temperaturas de 40 e 60 °C e valores de
pH de 4,5 e 6,5 como niveis principais. Os valores dos fatores foram selecionados de acordo
com Cunha et al. (2019) e Faria et al. (2021). Desta forma, elaborou-se uma matriz de
experimentos (Tabela 1), composta por 11 ensaios com triplicata no ponto central e insercdo de
pontos axiais. As andlises estatisticas foram realizadas pela Analise de Variancia (ANOVA)
mediante auxilio do software PROTIMIZA EXPERIMENTAL DESIGN®.

Tabela 1 — Matriz de Planejamento Experimental

Ensaio Valores Codificados Valores Reais
pH Temperatura pH Temperatura (°C)
1 -1 -1 4,5 40
2 +1 -1 6,5 40
3 -1 +1 4,5 60
4 +1 +1 6,5 60
5 -1,41 0 4,09 50
6 +1,41 0 6,91 50
7 0 -1,41 55 35,9
8 0 +1,41 55 64,1
9 0 0 55 50
10 0 0 55 50
11 0 0 55 50

Fonte: Autor (2024).

O modelo para a superficie de resposta foi ajustado a uma variavel resposta, Y, ou seja,

a atividade de transfrutosilagdo. A fungéo resposta, de segunda ordem, para os dois fatores
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avaliados foram descritas pela Equacado (1) e as diferencas foram consideradas estatisticamente
significativas para p-valores < 0,05.

Y=PBo+ P1Xa+ B2Xot BraXaXo+ Br1(X1)?+ Ba2(X2)? (1)

em que X3 e Xz representam pH e temperatura, respectivamente, enquanto Bo, Bz, B2, P12, P11 €
B22 representam os coeficientes estimados pelo modelo estatistico.
Os valores otimizados de pH e temperatura do meio reacional foram utilizados para a

realizacdo dos ensaios experimentais posteriores.

4.3.2 Influéncia da concentracdo de substrato na atividade enzimatica

Determinou-se o perfil de atividade enzimética das células biocataliticas, in natura e
imobilizadas, para diferentes concentracdes de sacarose comercial (300, 350, 400, 450, 483,
550, 600 e 650 g L™). O meio reacional foi constituido por 3,8 mL de solugdo do substrato e
1,2 mL de tampéo tris acetato 0,2 mol L, pH 5,75 a 50 °C. Ao meio reacional foi adicionado
0,5 g de células in natura e, no caso das células imobilizadas, foi adicionado 0,007 g a0 meio
reacional equivalente a uma peca do biocatalisador heterogéneo. As atividades enzimaticas
foram obtidas conforme condic¢des experimentais estabelecidas (t6pico 4.4.1). Os ensaios foram

conduzidos em triplicata e determinou-se a atividade de transfrutosilacéo.

4.3.3 Ensaio de estabilidade térmica e obten¢do dos parametros termodinadmicos

As células biocatalitica, in natura e imobilizada, foram incubadas em tampdo tris-
acetato 0,2 mol L, pH 5,75, na auséncia de substrato, para uma faixa de temperaturas de
30 °C, 40 °C, 50 °C e 60 °C em intervalos de tempos distintos (1h, 2h, 4h, 8h, 16h e 36h), em
banho-maria termostatizado (Tecnal®, modelo TE-054-MAG, Brasil). Posteriormente, as
amostras foram submetidas a ensaios de atividade enziméatica sob condi¢cdes padrdo. Os
experimentos foram conduzidos em triplicata.

A constante de desnaturacéo térmica de primeira ordem (kp, em min‘t) foi estimada por
meio do ajuste do modelo de desativacdo térmica, proposto por Sadana e Henley (1987), aos
dados experimentais, conforme Equacao (2) (Aradjo et al., 2022; Perna et al., 2017; Silva et
al., 2021).



38

-1 - ek 4 o (2)

Aro
em que Ar/Aro € a atividade enzimatica residual adimensional, t € o tempo de incubagéo (min)
do biocatalisador heterogéneo e o parametro o representa a razdo entre as atividades de
transfrutosilacdo nos estados final (Ar) e inicial (Aro).

A energia de ativacdo (Ep, em kJ mol™?) para a desnaturagio térmica das células
biocataliticas, in natura e imobilizada, foi determinada pela linearizacdo da Equacdo de
Arrhenius (Equagdo 3), em que Aq representa o fator de frequéncia de colisdes de Arrhenius, R

é a constante universal dos gases (8,314 J mol* K1) e T é a temperatura absoluta (K).

Ep

kq = Aqe T ©)

O tempo de meia-vida (tz2, em min), que é o tempo necessario para reduzir a atividade
enzimatica pela metade do seu valor inicial (Jay; Loessner; Golden, 2005), o fator de
estabilidade (FE) e as variacdes de entalpia (AHpb, em kJ mol™t), energia de Gibbs (AGp, em kJ
mol™?) e entropia (ASp, em kJ mol? K1) de ativagio para a desnaturacio térmica foram
calculadas pelas Equacdo (4), (5), (6), (7) e (8), respectivamente, em que h representa a
constante de Planck (11,04 x 10-% J min) e kg é a constante de Boltzmann (1,36 x 102 J K?)
(Faria et al., 2021; Saqib et al., 2010; Souza et al., 2015).

In (2)
t1/2 = k_d (4)

tq/2células imobilizadas
FE = (5)

t1/2 células in natura

AGp = —RT In (:22) 7

kgT

AS, = AHp—-AGp (®)

T
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4.3.4 Ensaios de estabilidade do biocatalisador frente ao pH de incubacéo

As células biocataliticas, in natura e imobilizada em esponja vegetal, foram incubadas,
na auséncia de substrato, em tampao tris-acetato 0,2 mol L™* em diferentes pH (3,0; 4,0; 5,0;
5,75; 6,0 e 7,0), durante 24 horas a 4 °C. Ao término da incubagdo, as atividades de
transfrutosilacdo foram determinadas sob condigOes experimentais estabelecidas. Os

experimentos foram realizados em triplicata.

4.3.5 Ensaio de estabilidade operacional em modo batelada

As células biocataliticas imobilizadas (0,15 g de células imobilizadas em 3 cubos de
esponja vegetal) foram adicionadas em meio reacional contendo 3,7 mL de solucéo de sacarose
comercial 400g L™ e 1,2 mL de tampdo tris-acetato 0,2 mol L, pH 5,75. A reacéo enzimatica
foi conduzida sob condicdes padrdo. Ao término de cada ciclo batelada, correspondente a 1 h
de reacdo, o biocatalisador heterogéneo foi removido do meio reacional por filtragdo a vacuo,
lavado abundantemente com agua destilada e, ent&o, reintroduzido em um novo e similar meio
reacional. Este processo foi realizado durante 12 ciclos consecutivos em modo batelada. As
atividades de transfrutosilacdo do biocatalisador heterogéneo foram avaliadas considerando o
namero de ciclos reacionais. Também foram obtidos os parametros de desempenho conversao,
rendimento e produtividade (Fogler, 2012; Levenspiel, 1999). Os experimentos foram

conduzidos em triplicata.

4.3.6 Ensaio de estabilidade de armazenamento

As atividades de transfrutosilacdo das células biocataliticas imobilizadas foram
monitoradas ao decorrer de 48 dias de estocagem, na auséncia e presenca de solucédo tampéo
tris-acetato 0,2 mol L pH 5,75. O biocatalisador heterogéneo foi mantido sob refrigeracéo a 4
°C e a atividade enzimatica foi obtida sob condic¢Ges padrdo. Os experimentos foram conduzidos

em triplicata.

4.3.7 Avaliagéo da eficiéncia das células biocataliticas imobilizadas em sistema reacional

continuo
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A avaliagdo da eficiéncia das células biocataliticas imobilizadas foi realizada em reator
de leito fixo (PBR), confeccionado em vidro de borosilicato com diametro e comprimento
nominais de 1,0 e 20 cm, respectivamente. O PBR foi recheado com 0,84 g de ceélulas
imobilizadas em esponjas vegetais, correspondendo a 80% do comprimento do reator. A reacdo
foi conduzida a 50 °C por 180 min, alimentando a solugdo reagente, constituida por 76 % (v v°
1y de sacarose comercial 400 g L™ e 24 % (v v'!) de tampéo tris-acetato 0,2 mol L pH 5,75,
com vazdo volumétrica de 1 mL min™ em fluxo ascendente, com o auxilio de uma bomba
peristaltica (MS Tecnopon®, modelo LAP-101-3, Brasil). As amostras foram coletadas por um
periodo de 180 minutos de reacdo, em intervalos de tempo predefinidos. Imediatamente apds a
coleta, as amostras foram submersas em agua em ebuli¢do por 10 min, seguido por resfriamento
em banho de agua e gelo por 5 min para inativacdo enzimatica. Posteriormente, as atividades
foram calculadas pela Equacdo (9) (Dias et al., 2022; Ribeiro et al., 2023). Por fim, foram
obtidos os perfis de atividade de transfrutosilacdo do biocatalisador heterogéneo e calculados
0s parametros de desempenho (produtividade, converséo e rendimento) para o sistema reacional
continuo a partir das concentracfes de sacarose (substrato) e FOS (produto desejado) (Fogler,
2012; Levenspiel, 1999;).

Ar(5) = e ©

g Mes

em que Fr é a concentragdo molar de frutose transfrutosilada (em pmol L), Q é a vazdo
volumétrica de alimentagio do substrato (em mL min™) e mes é a massa seca de células
biocataliticas imobilizadas em esponja vegetal (em g).

A produtividade enzimatica (Pen;) foi calculada por meio da Equacdo (10),
considerando-se a razdo entre a atividade de transfrutosilacdo (At) no estado estacionario e 0
tempo de residéncia (Tresidencia) NO reator PBR (Zambelli et al., 2016; Dias et al., 2022).

Penz = — (10)

Tresidéncia
4.4 METODOS ANALITICOS

4.4.1 Determinacdo das atividades enzimaticas em modo batelada
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A atividade enzimatica de transfrutosilacdo foi determinada conforme procedimento
adaptado de Cunha et al. (2019), Fernandez et al. (2007) e Ottoni et al. (2012) . Para isso
incubou-se 3 particulas de esponja vegetal contendo células biocataliticas imobilizadas em 3,7
mL de solucdo de sacarose 47 % (m v') e 1,2 mL de tampdo tris-acetato 0,2 mol L, pH 5,5.
A reacéo foi conduzida em banho Dubnoff a 50 °C, 190 rpm por 1 h e interrompida pela imerséo
do meio reacional em &gua em ebuli¢do por 10 min, seguido por resfriamento em banho de dgua
e gelo por 5 min para inativacdo enzimatica. Posteriormente, o meio reacional foi filtrado a
vacuo e quantificou-se a concentracdo de agucares redutores (AR) e glicose (G). A atividade de

transfrutosilacéo (Ar) foi calculada pela Equagéo (11).

Ar(9) =2 (12)

g trMes

em que Fr € a concentragdo molar de frutose transfrutosilada (em pumol L), Vr é o volume do
meio reacional (em L), tr é o tempo de reacdo (em min) e mes € a massa seca de células
biocataliticas imobilizadas em esponja vegetal.

Por defini¢do, uma unidade (1U) de atividade de transfrutosilacéo se refere a quantidade
de enzima que transfere um micromol (1 pumol) de frutose por minuto por grama de célula seca,
sob condicBes experimentais estabelecidas (Cunha et al., 2019; Dias et al., 2022; Faria et al.,
2021; Garcia et al., 2021; Goncalves et al., 2020; Ribeiro et al., 2023).

4.4.2 Quantificacdo dos acucares

As concentracdes de glicose (G) e agucares redutores (AR) foram quantificadas pelos
métodos colorimétricos GOD/PAP® (kit enzimatico glicose-oxidase) e DNS (acido 3,5
dinitrosalicilico), respectivamente. A concentracdo de frutose transfrutosilada (transferida) (Fr)
no meio reacional foi determinada pela Equacgéo (12) (Chen; Liu, 1996; Cunha et al., 2019;
Faria et al., 2021; Gongalves et al., 2020; Silva et al., 2021).

[Fr] = 2[G] - [AR] (12)

4.4.2.1 Determinacdo da concentracdo de agUcares redutores
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A concentragdo dos agUcares redutores (AR), presentes no meio reacional, foi
determinada pelo método do &cido 3,5-dinitrosalicilico (DNS), adaptado de (Miller, 1959)
conforme descrito por (Vasconcelos; Pinto; Aragdo, 2013). A solucdo DNS (Reagente A) foi
preparada pela dissolucédo de 10,0 g de &cido 3,5-dinitrosalicilico em 200,0 mL de solucéo
2 mol L de hidroxido de sodio. Paralelamente, foi preparada 500 mL de uma solug&o aquosa
(Reagente B) constituida por 600 g L™ de tartarato de sddio e potassio. Apds a dissolucéo,
ambos os reagentes (A e B) foram misturados e o volume final da mistura aferido para 1,0 L
em baldo volumétrico. A quantificacdo dos ARs foi realizada pela adicdo, em tubo de ensaio,
de 1,0 mL da amostra oriunda da reagdo enzimatica, em 1,0 mL da solugdo preparada
(Reagentes A + B) sob agitagéo vigorosa. A reacdo foi conduzida em banho maria (Tecnal®,
modelo TE-054-MAG, Brasil) a 100 °C por 10 min e interrompida por resfriamento em banho
de agua e gelo por 5 min, seguido pela adicdo de 8,0 mL de &gua destilada. Posteriormente,
aliquotas do meio reacional foram analisadas com auxilio de espectrofotdmetro UV-Visivel
monofeixe (Bel Engineering®, modelo UV-M51) a 540 nm, visando obter as absorvéancias e,
consequentemente, determinar as concentracdes dos acUcares redutores mediante auxilio da
curva de calibracdo obtida por regressao linear, para 0 método DNS (Figura 22, Apéndice A).
A solucéo foi armazenada em local protegido da luz num frasco ambar, envolvido com papel
aluminio atendendo ao prazo de validade.

O mesmo procedimento analitico foi realizado para a obtencdo do branco (amostra
controle), porém, substituindo a amostra, oriunda da reacdo enzimatica de transfrutosilacéo, por

agua destilada.

4.4.2.2 Determinacdo da concentracdo de glicose

A concentracdo de glicose presente no meio reacional foi determinada pelo método
GOD-PAP que consiste em um Kit enzimatico contendo glicose oxidase (GOD), peroxidase
(POD), 4-aminofenazona (4-AF), tampéo fosfato pH 7,0 e 4-hidroxibenzoato. O kit enzimatico
utilizado foi da marca LaborLab® (Guarulhos, Brasil). A quantificacdo da glicose no meio
reacional foi realizada pela adi¢do, em um tubo de ensaio, de 35 pL. de amostra, obtida da reacao
enzimatica, em 3,5 mL de solucdo reagente (kit enzimatico). A reacéo foi conduzida em banho
Dubnoff (marca Bunker®, modelo NI 1232) a 37 °C por 5 min. As absorbancias foram obtidas
com o auxilio de espectrofotobmetro UV-Visivel monofeixe (Bel Engineering®, modelo UV-

M51) a 505 nm e, posteriormente, utilizadas para a obtengéo das concentrac¢oes de glicose no
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meio reacional por meio do “fator f” estimado a partir da amostra padrédo fornecida pelo
fabricante.
O mesmo procedimento analitico foi realizado para a obtencdo do branco (amostra

controle), porém, substituindo a amostra, oriunda da reacdo enzimatica, por agua destilada.

4.4.2.3. Quantificacdo de sacarose e fruto-oligossacarideos

As concentragdes de sacarose e de FOS (1-kestose, nistose e 1-p-frutofuranosilnistose),
para célculo dos parametros de desempenho (converséo, rendimento e produtividade) foram
obtidas por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) utilizando duas colunas
cromatograficas acopladas em série (Shodex SC 1011, 300 x 7,8 mm) acondicionadas a 72 °C.
Foi utilizado um sistema HPLC Waters (EUA) constituido por uma bomba isocratica W515,
por um detector de indice de refracdo W2414, por um injetor automatico W2707 e por software
de controle e tratamento de dados Empower 2.0. As amostras foram eluidas com solugédo de
EDTACa(Na), 5 x 102 mol L a uma vazdo de 0,4 mL min? e os componentes foram
identificados por comparacdo de tempos de retencdo com padrbes analiticos dos mesmos

analitos (Fuji Wako Chemicals, Japéo).

4.5. ANALISE ESTATISTICA

Todos os ensaios foram realizados em triplicata e o tratamento dos dados experimentais
foi submetido ao teste de Tukey pela metodologia de analise de variancia (ANOVA), a um nivel
de significancia de 5%. O teste de Tukey avaliou a diferenca significativa entre os dados

experimentais, comparando-0s um a um.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CARACTERIZACAO DO BIOCATALISADOR HETEROGENEO

5.1.1 Microscopia eletronica de varredura

Para avaliar o crescimento das células fangicas, com atividade biocatalitica, nas
esponjas vegetais, imagens foram obtidas por microscopia eletronica de varredura (MEV)
durante o tempo de cultivo (Figura 7). Na Figura 7(A) foi observado a estrutura integra e fibrosa
da esponja, antes do cultivo celular, com poros longilineos interconectados com tamanhos
maiores que 1 mm. Nas Figuras 7(B) a 7(F) foi observado a fixacdo e o crescimento celular nos
poros e ao longo das ranhuras e filamentos das esponjas vegetais apds 20, 24, 36, 44 e 50h de
cultivo celular, respectivamente. As imagens de MEV evidenciaram a evolucao do crescimento
das celulas microbianas e, consequentemente, o fechamento parcial da porosidade original da

esponja, como resultado positivo do cultivo celular submerso.

Figura 7 - Imagens de microscopia eletronica de varredura

(B)

(D) (F)

Fonte: Autor (2024).
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Legenda: A) esponja vegetal antes do cultivo celular. B) esponja vegetal apds 20 h de cultivo celular.
C) esponja vegetal apds 24 h de cultivo celular. D) esponja vegetal apds 36 h de cultivo celular. E)
esponja vegetal apds 44 h de cultivo celular. F) esponja vegetal apds 50 h de cultivo celular. As
imagens foram obtidas por meio de um microscépio eletrénico (Zeis EVO MA-10, Alemanha), com

tensdo de aceleracdo de 15 kV e distancia focal de 12 mm.

5.1.2 Area superficial especifica, porosidade e umidade do material de suporte

A éarea superficial especifica obtida para a esponja vegetal a partir do método de
Brunauer, Emmett e Teller (B.E.T.) foi de 1,35 m2 g%, cujo valor obtido para a matriz organica
foi baixo em relacdo a outros materiais de suporte, mas coerente com trabalhos reportados na
literatura que avaliaram esponjas vegetais sem tratamento prévio. Antunes et al. (2016)
obtiveram uma érea superficial especifica de 2,21 m? g* para a esponja vegetal (Luffa
cylindrica), ativada com &cido cloridrico e hidroxido de sédio, para estudos de adsorcdo de
corantes. Mashkoor e Nasar (2019) obtiveram uma area superficial especifica de 0,74 m? g
para a esponja vegetal ao caracterizar a esponja vegetal para uso adsorvente na remogédo de
verde malaquita de solucédo aquosa. Tang et al. (2014), obtiveram para a esponja vegetal uma
area especifica de 1,24 m? g* utilizada nos estudos de remogao de Cu(ll) de solugBes aquosas.

Por meio do método de Barrett, Joyner e Halenda (B.J.H), obteve-se um didmetro médio
de poros de 20,91 A para a esponja vegetal, comprovando que a matriz organica apresenta
tamanho de poros que possibilita a difusdo de gases e o fluxo de substratos, essenciais para o
crescimento e imobilizacdo das células microbianas. Song et al. (2022), obtiveram para a
esponja vegetal um didmetro médio de poros de 39,1 A em um estudo sobre compésitos de
mudanca de fase suportados por estrutura de carbono microtubular derivada de esponja vegetal.

(Castro et al., 2017; Martinez et al., 2015). Também se obteve, em estufa de secagem,
a umidade da esponja vegetal, cujo valor médio foi de 9% =+ 0,25%, indicando que o material
de suporte apresentou baixo percentual de agua retida, o que minimiza os riscos de
contaminacédo bioldgica e interferéncia nos estudos de imobilizagdo das células de A. oryzae
IPT-301. Nyong et al. (2021) avaliaram a composic¢do da esponja vegetal e obtiveram em seu

estudo umidade 9,30% para ela.

5.1.3 Dados Termogravimétricos
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As analises de Termogravimetria (Figura 8A) e Calorimetria Exploratoria Diferencial
de Varredura (Figura 8B) permitiram obter a temperatura de degradacdo da esponja vegetal,
utilizada como material de suporte organico para a imobilizacdo de células microbianas neste
trabalho.

A perda de massa, de aproximadamente 10% entre 25 °C e 75 °C, pode ser atribuida a
desidratacdo da esponja vegetal, em que se verificou a perda de massa de &dgua retida, cujo valor
obtido corrobora com as analises de umidade realizadas. De 75 °C a 250 °C observou-se que a
massa de matéria organica se mantém estavel, aproximadamente constante. A degradacéo do
material organico (esponja vegetal) ocorreu a partir de 250 °C, em que o decaimento da curva
e a maior perda de massa foram verificados. De acordo com Tanobe et al. (2005), a perda de
massa entre 63,6% a 68% esta associada a degradacao da hemicelulose e da celulose e a quebra
de ligacdo da lignina ocorre ao atingir temperaturas superiores a 400 °C. Os dados de
termogravimetria indicaram que a esponja vegetal é bastante termoestavel e, portanto, adequado

para uso como material de suporte para a imobilizacdo de células.

Figura 8 - Curva TG/DSC da esponja vegetal
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Fonte: Autor (2024).
Legenda: A) Andlise termogravimétrica e B) Curva DSC

Os resultados do ensaio de DSC foram pouco expressivos, visto que ha poucos indicios
da decomposicdo da hemicelulose e da degradacao da celulose ou outros fenémenos térmicos
ocorrendo. Um dos motivos da lignina ter uma faixa tdo ampla de degradacdo se deve a
diferentes estabilidades térmicas dos varios grupos funcionais de oxigénio presentes em sua

estrutura, fazendo com que suas cisées ocorram em diferentes temperaturas (Liu et al., 2016).
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5.1.4 Determinagdo da massa por unidade de area
Inicialmente, avaliou-se a massa por unidade de area, obtendo o valor médio de 245,10
+ 133,07 g m2. A Tabela 2 indica os resultados obtidos a partir dos ensaios realizados para 0s

corpos de prova.

Tabela 2 - Massa por unidade de area para esponja vegetal

Massa por unidade de area

Corpo de prova® Valor individual Valor Médio
(9/m?) (g/m?)

1 422,67
2 198,52
3 135,68 245,10 + 133,07
4 238,62
5 230,00

Fonte: Autor (2024).
Legenda: © Amostras de esponja vegetal (material de suporte) com comprimento e largura iguais a 180
mm e 5 mm, respectivamente.

5.1.5 Ensaios mecanicos
As Tabelas 3 e 4 indicam, respectivamente, os valores de resisténcia a tracdo obtidos
individualmente para as amostras ensaiadas, bem como seus respectivos alongamentos e 0s

valores de resisténcia mecanica a tragcdo e alongamentos médios obtidos.

Tabela 3 - Resisténcia a tracdo e alongamento da esponja vegetal para 0s corpos de prova

avaliados
(continua)
. Alongamento a forca
L . Forca maxima .
Direcdo Corpo de prova® ) maxima
(%)
1 234,92 7,08
A
] 2 96,75 6,92
(maior)

4 254,11 9,42
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Tabela 3 - Resisténcia a tracdo e alongamento da esponja vegetal para os corpos de prova

avaliados
(concluséo)
. Alongamento a forge
L . Forca maxima .
Direcéo Corpo de prova® ) maxima
(%)
5 239,94 4,75
1 89,97 20,08
2 84,72 12,67
B
3 41,86 21,92
(menor)
4 42,95 23,92
5 42,85 23,67

Fonte: Autor (2024).
Legenda: © Amostras de esponja vegetal (material de suporte) com comprimento e largura iguais a 180
mm e 5 mm, respectivamente.

Tabela 4 - Resisténcia a tracao e alongamento médios da esponja vegetal

Direcéo Forca maxima (N) Alongamento a for¢ca maxima
(%)

A (maior) 185,94 + 78,47 7,18 + 1,68

B (menor) 60,47 + 24,81 20,45 + 4,62

Fonte: Autor (2024).

O coeficiente de variacdo em geral é bastante elevado, tanto para a forgca méaxima quanto
para o0 alongamento. Esse fato esta associado a caracteristica irregular do material, bem como

sua elevada porosidade (Chen et al., 2018)

5.2 CURVA DE CRESCIMENTO MICROBIANO E MONITORAMENTO DO PH DO
MEIO DE CULTURA

A esponja vegetal foi previamente tratada para a imobilizacdo das células fungicas com
atividade enzimatica. Os ensaios de cultivo e imobilizagdo foram executados visando
determinar o tempo de cultivo e imobilizagdo concomitantes de modo a se obter um

biocatalisador heterogéneo com maior valor de atividade de transfrutosilacdo. Portanto, pela
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Figura 9, foi possivel observar a relacdo entre o tempo de cultivo, a atividade enzimatica e a
massa de células biocataliticas produzidas e imobilizadas em esponja vegetal.

Figura 9 - Influéncia do tempo de cultivo microbiano nas atividades de transfrutosilacdo de

celulas de A. oryzae IPT-301 imobilizadas em esponja vegetal
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Fonte: Autor (2024).

Nota: Condicdes de cultivo em meio de cultura sintético: pH 5,5, 30 °C, 200 rpm e 52 h de cultivo. A
atividade enzimatica maxima (559,96 + 40,37 U g massaseca*) foi definida como 100 % da atividade
relativa, cujo valor esta representado por barras. A relagcdo (massa celular / massa suporte g/g)
esta representada por pontos.

A fase de laténcia (ou “fase lag™) ¢ caracterizada pela adaptacdo das células ao novo
meio, sendo o periodo em que antecede o crescimento exponencial das células, cujo
crescimento se inicia de maneira lenta sem um grande aumento da massa celular (Ali et al.,
2018) Esta fase ¢ influenciada pela idade da cultura, quantidade de células inoculadas, tipo de
microrganismo, caracteristicas do substrato e do meio ambiente (pH, oxigénio, composic¢do do
meio, substancias inibidoras, etc.) e ocorre imediatamente ap6s o processo de inoculagdo
(Tagliani, 2023). Né&o foi possivel identificar, claramente, a fase lag nesse cultivo, uma vez que
possivelmente ela ocorreu anterior ao tempo de 8h de processo. Cunha et al. (2019) e Barbosa
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(2022) identificaram a presenca da fase de laténcia para o A. oryzae IPT-301, cultivado em meio
de cultura sintético e similar a este trabalho, durante as primeiras 8h de cultivo ao se avaliar o
crescimento das celulas do fungo, respectivamente, na auséncia e presenca de espuma de
poliuretano.

Na Figura 9 foi possivel identificar a fase de crescimento exponencial (ou “fase log”),
caracterizada pelo inicio da alta proliferacdo de células, cuja massa e densidade celular
aumentam exponencialmente com tempo e todos os componentes da célula crescem na mesma
taxa (Tagliani, 2023). Essa fase se estendeu ao longo das 52 h de cultivo, obtendo-se um pico
de concentragdo de células imobilizadas igual a 2,08 * 0,26 Qeelulas Jsuporte . N&0 foram
observadas nesse cultivo, para o tempo inferior a 52 h, as fases de declinio ou morte celular.

Mussatto et al. (2009) estudaram a producédo e imobilizacdo de células de Aspergillus
japonicus em matrizes cubicas de esponja de poliuretano para a producdo de FOS. Os autores
obtiveram uma concentragio de células imobilizadas de 0,48 Qcelulas Gsuporte > apos 48 h de
processo, 28 °C e 160 rpm, em meio de cultura sintético. Também avaliaram a imobilizagdo em
fibra vegetal, para as mesmas condi¢fes operacionais e obtiveram uma concentracdo de
1,25 Qcélulas Jsuporte .

Mussatto et al. (2012) também reportaram a producéo e imobilizacdo de células de
Penicillium expansum em matrizes de esponja vegetal para a producdo de FOS. Os autores
obtiveram uma concentracdo de células imobilizadas de 0,28 Qesiulas. Jsuporte = apds 48 h de
processo, 25 °C e 160 rpm, em meio de cultura sintético. Ressalta-se que, para 0 mesmo tempo
de cultivo e utilizando o fungo A. oryzae IPT-301, obteve-se neste trabalho um melhor resultado
para a imobilizacdo das células fuingicas, em que se alcangou 0,65 Qeelulas. Jsuporte ~ (Figura 9).

Castro et al. (2017) avaliaram a imobilizacdo de células integras de Aureobasidium
pullulans em materiais sintéticos, subprodutos agroindustriais e materiais minerais, visando a
producio de FOS. A concentragéo obtida de células imobilizadas foi de 2,2 gcsiulas Gsuporte * apOs
25 h de cultivo celular em meio sintético, a 28 °C e 150 rpm.

Barbosa (2022) em sua pesquisa sobre a imobilizacdo de células Aspergillus oryzae IPT-
301 em esponja de poliuretano obteve 11,89 geelulas. Gsuporte = apOs 32 horas de cultivo, em pH
5,5, 200 rpm e 30 °C.

Na Figura 9 também estdo dispostos os valores de atividade enzimatica das células
microbianas imobilizadas em esponja vegetal em fungdo do tempo de cultivo celular. Para
28 h de processo, alcancou-se uma atividade de transfrutosilacdo maxima igual a 559,96 +

40,37 U gL. Os resultados mostraram que, apesar do aumento da massa celular imobilizada com
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0 avanco do tempo de cultivo, a partir de 32 h houve uma reducdo expressiva da atividade
enzimatica. Diante disso, definiu-se 28 h como o tempo de cultivo favoravel para a producéo e
imobilizacéo das células biocataliticas de A. oryzae IPT 301, sendo este periodo utilizado como
tempo de cultivo padrdo para as demais etapas deste trabalho. E importante destacar que este
foi o menor tempo de cultivo obtido quando comparado aos dados da literatura relacionados
aos biocatalisadores para a sintese de FOS. Mussatto et al. (2012) obtiveram células de P.
expansum, com maior valor de atividade enzimatica, cultivadas em 48 h, ao passo que Cunha
et al. (2019) obtivera 64 h de cultivo para se alcancar os maiores valores de atividade de
transfrutosilacéo para as células de A. oryzae IPT 301. Esse fator, torna este trabalho ainda mais
atrativo para inddstria, que constantemente busca processos rapidos e eficientes para otimizar
sua produtividade. A Figura 10 ilustra as células de A. oryzae IPT-301 imobilizadas em esponja

vegetal apds filtracdo para 28 h de cultivo submerso em meio sintético.

Figura 10 - Células de A. oryzae IPT-301 imobilizadas em esponja vegetal

Fonte: Autor (2024).
Nota: CondicGes experimentais: microrganismo cultivado em meio sintético (pH 5,5), 30 °C, 200 rpm
por 28 h.

Durante o cultivo celular, observou-se a varia¢do dos valores de pH do meio ao decorrer
do tempo de cultivo (Figura 11). Entre os tempos de 8 h e 28 h, notou-se que o0 meio de cultura
se manteve em pH 5,5. No entanto, a partir de 32 h, teve-se um aumento dos valores de pH do
meio de cultura e, consequentemente, uma reducdo da atividade de transfrutosilacdo das células

microbianas. O aumento do pH pode estar associado a geracao e secre¢do de metabolitos pelo
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microrganismo e por produtos formados por meio da préopria acdo das células, como compostos
aminados gerados por proteases, que podem tornar o meio de cultura alcalino (Souza; Ribeiro;
Coelho, 2019). Por sua vez, o meio alcalino pode desnaturar as células biocataliticas de A.
oryzae IPT-301 acarretando na reducdo da atividade enzimaética, fato este observado na Figura
11. Extremos de pH (&cido ou basico) podem afetar diretamente a ionizag¢do dos residuos de
aminoacidos dos sitios ativos da enzima aderida a célula microbiana, afetando a ligacdo do
substrato e a sua transformacdo em produto (Barbosa, 2022; Garcia et al., Goncalves et al.,

2020).

Figura 11 - Progresséo do pH do meio de cultura em funcdo do tempo de cultivo celular
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Fonte: Autor (2024).
Nota: Condigdes experimentais: microrganismo cultivado em meio sintético (pH 5,5), 30 °C, 200 rpm

por 50 h

5.3 CARACTERIZACAO DAS PROPRIEDADES BIOQUIMICAS DAS CELULAS
MICROBIANAS MOBILIZADAS

Foram realizados estudos de caracterizacdo das propriedades bioquimica das células

biocataliticas de A. oryzae IPT-301 imobilizadas em esponja vegetal. Para tal, o cultivo celular
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submerso ocorreu em meio de cultura sintético, a temperatura de 30 °C, com velocidade de

agitacdo de 200 rpm ao decorrer de 28 h de processo.

5.3.1 Otimizacéo da temperatura e do pH do meio reacional na atividade enzimatica

Com o intuito de se avaliar os efeitos do pH e da temperatura do meio reacional sobre
as atividades enzimaticas de células de A. oryzae IPT-301 imobilizadas em esponja vegetal,
realizou-se um planejamento experimental do tipo delineamento composto central rotacional
(DCCR), composto por 11 experimentos no qual adotou-se, como ponto central, a temperatura
e 0 pH iguais a 50 °C e 5,5, respectivamente, conforme reportado por Cunha et al. (2019) e
Faria et al. (2021).

Os parametros foram analisados de acordo com a matriz de experimentos (Tabela 1),
adotando-se, como variavel resposta, a atividade relativa de transfrutosilagdo. Os resultados
estéo dispostos na Tabela 5.

Tabela 5 - Matriz do Delineamento do tipo Composto Central Rotacional

Ensaio pH pH Temperatura Temperatura Atividade
(valor (valor (°C) Relativa )
codificado) codificado) (%)
1 -1 4,5 -1 40 33
2 +1 6,5 -1 40 42
3 -1 4,5 +1 60 2
4 +1 6,5 +1 60 33
5 -1,41 4,09 0 50 13
6 +1,41 6,91 0 50 59
7 0 55 -1,41 35,9 45
8 0 5,5 +1,41 64,1 39
9 0 5,5 0 50 85
10 0 55 0 50 74
11 0 5,5 0 50 100

®) A atividade enzimatica maxima (285,28 U g %) foi definida como 100 % da atividade relativa
Fonte: Autor (2024).

Legenda: @ A atividade enzimatica maxima (285,28 U g ) foi definida como 100 % da atividade relativa
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Observou-se que os maiores valores de atividade relativa foram obtidos para a reacéo
enzimatica processada a 50 °C e pH 5,5. Além disso, a atividade média de transfrutosilacédo
(246,29 + 37,23 U g*') apresentou baixa variacdo, indicando, portanto, uma boa
reprodutibilidade experimental. A temperatura e o pH 6timos de reacao, obtidos nesse trabalho,
corroboraram com os resultados reportados na literatura envolvendo estudos com células
biocataliticas de A. oryzae IPT-301. Cunha et al. (2019) avaliaram a temperatura e 0 pH do
meio reacional das células biocataliticas do microrganismo por planejamento experimental,
obtendo-se os maiores valores de atividade, aproximadamente 260 U g%, para pH abaixo de 6,5
e temperaturas de reacdo de transfrutosilagéo acima de 46 °C. Gongalves et al. (2020) avaliaram
o desempenho biocatalitico das células do fungo reticuladas com glutaraldeido e encapsuladas
em gel de alginato de célcio, alcan¢ando-se os maiores valores de atividade em pH 5,5 e 50 °C.
Garcia et al. (2021) estudaram os efeitos do pH e da temperatura de reacdo na atividade de
transfrutosilacdo das células fungicas reticuladas, obtendo-se os melhores valores de atividade
para uma faixa especifica de temperatura (50 — 60 °C) e pH (5,0 — 6,0). Por fim, Barbosa (2022)
estudou a imobilizacdo de células de A. oryzae IPT-301 em esponja de poliuretano e reportou
que a temperatura de 50 °C e o pH 5,5 foram os parametros do meio reacional que forneceram
0s maiores valores de atividade de transfrutosilagéo.

Apos obter as respostas do planejamento experimental, realizou-se a analise estatistica
dos dados com o auxilio do software Protimiza Experimental Design®, adotando-se como nivel
de significancia a = 5% (nivel de confiang¢a de 95%).

Observou-se na Tabela 6, com excecdo dos termos referentes a temperatura linear e a
interacdo entre os fatores pH x temperatura, que os demais efeitos foram estatisticamente
significativos para 0 modelo quadratico na atividade das células imobilizadas, a um nivel de
significancia de 5 % (p<0,05), fato este comprovado pelo Diagrama de Pareto (Figura 12).
Desta forma, elaborou-se a equacdo do modelo estatistico (Equagdo 13) constituida apenas

pelos termos significativos.

Ar = 246,39 — 37,54 . (pH) — 80,55. (pH)? — 221,73 . (Temperatura)? (13)

em que A se refere a atividade de transfrutosilagdo das celulas microbianas imobilizadas em

esponja vegetal.
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Tabela 6 - Efeitos estimados, erro padrdo e p-valor para avaliagédo dos efeitos do pH e
temperatura do meio reacional na atividade de transfrutosilagdo das células de A.

oryzae IPT-301 imobilizadas em esponja vegetal

Variaveis Efeitos Erro Padréao tealculado p-valor
Estimados
Média 246,39 22,04 11,18 0,0000
pH (L)* 37,54 13,5 2,78 0,0273
pH (Q)** -80,55 16,07 -5,01 0,0015
Temperatura (L)* -17,49 12,99 -1,35 0,2359
Temperatura (Q)** -71,27 16,07 -4,44 0,0030
pH x Temperatura 15,84 18,37 0,86 0,4280

Fonte: Autor (2024).
Legenda: *L refere-se ao termo linear do modelo estatistico
**Q refere-se ao termo quadratico do modelo estatistico

Figura 12 - Diagrama de Pareto para a variavel resposta “atividade relativa” para as células de

A. oryzae IPT-301 imobilizadas em esponja vegetal
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Fonte: Autor (2024).
Legenda: X1 e X2 se referem- aos fatores pH e temperatura do meio reacional, respectivamente.

Os resultados obtidos do planejamento experimental (Tabela 5) sugerem a influéncia

direta do pH da reagdo na variavel resposta visto que, para alteracGes no valor da temperatura,
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a atividade sofreu baixa variacédo, enquanto que a reacdo processada em meios reacionais com
valores de pH relativamente baixos (meios acidos) levaram a reducdes expressivas nos valores
de atividade de transfrutosilacdo. 1sso se relaciona ao fato de que variagcdes no valor de pH
podem alterar a conformacéo enzimatica, o que implica em altera¢des dos sitios ativos. Assim,
mudancas no valor de pH influenciam no equilibrio de ionizac&o de grupos acidos e basicos, de
forma a afetar a distribuicdo de cargas da enzima, da superficie do suporte, e consequentemente,
as interacOes eletrostaticas entre grupos da proteina e do suporte (Fernandez-Lafuente et al.,
1993; Pereira et al., 2015). As interacOes eletrostaticas atrativas, ocorrem entre cargas residuais
de aminoé&cidos das células e cargas opostas presentes no suporte (Chi et al., 2003). Por isso, as
interacOes que auxiliam na imobilizacdo sdo dependentes do pH reacional, do ponto isoelétrico
da enzima e da distribuicdo de cargas na superficie do suporte. Quando o pH é igual ao ponto
isoelétrico (pl) da proteina, 0 nimero de cargas positivas e negativas sdo iguais e a molécula de
enzima passa a ter uma carga liquida neutra. Em condic¢Ges abaixo do pl as proteinas séo
positivamente carregadas, enquanto em pH acima do pl as moléculas de enzima estdo
negativamente carregadas (Rabe; Verdes; Seeger, 2011).

A Tabela 7 apresenta a andlise de variancia (ANOVA) para 0 modelo estatistico
(Equacdo 13) aplicado para a atividade biocatalitica das células microbianas imobilizadas.
Também foi realizado o Teste F (Equacdo 14) visando verificar se 0 modelo estatistico gerado
explica uma quantidade significativa da variagdo dos dados experimentais (Rodrigues; lemma,
2009).

Teste F =

Quadrados Médios da Regressao (14)
Quadrados Médios dos Residuos

Tabela 7 — Resultado da Anéalise de Variancia (ANOVA) para 0 modelo estatistico com
interacdo para a avaliacdo dos efeitos de pH e Temperatura do meio reacional na
atividade de transfrutosilacdo das células de A. oryzae IPT-301 imobilizadas em

esponja vegetal
(continua)
Fonte de Soma dos Graus de Quadrado Fealculado ~ p-valor
Variacao Quadrados Liberdade médio
Modelo 61905,6 3 20635,2 14,2 0,00234
Residuos 10202,3 7 1457,5

Falta de Ajuste 7420,8 5 14842 1,1 0,54879
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Tabela 7 — Resultado da Analise de Variancia (ANOVA) para 0 modelo estatistico com
interacdo para a avaliacdo dos efeitos de pH e Temperatura do meio reacional na
atividade de transfrutosilacdo das células de A. oryzae IPT-301 imobilizadas em

esponja vegetal
(concluséo)
Fonte de Soma dos Graus de Quadrado  Fcarculado p-valor
Variagéo Quadrados Liberdade médio
Erro Puro 2781,5 2 1390,8
Total 72107,9 10

R?=85,85% F3:7:005 = 4,34

Fonte: Autor (2024).

O ajuste do modelo foi avaliado por meio do coeficiente de determinacdo de erro (R?) e
cerca de 85,85 % da variabilidade das respostas observadas podem ser explicadas pelo modelo
ajustado pela Equacao (13). Ressalta-se que o valor de R? obtido pode estar relacionado com as
possiveis variacdes oriundas do cultivo celular submerso.

O valor de F calculado pela Equacéo (14), representado na Tabela 7, foi comparado com
o valor de F tabelado de uma distribuicdo de frequéncia (Fgrau de liberdade do modelo: grau de liberdade do
desvio; nivel de significancia). S€Ndo assim, como o valor de F tabelado, para um nivel de significancia
de 5 %, foi de 4,34 e inferior ao valor de F calculado (14,2), obtido com o0 modelo, foi possivel
afirmar que a quantidade de variacdo devido ao modelo se mostrou maior que a variagdo néo
explicada e, portanto, 0 modelo estatistico foi considerado valido.

Desta forma, 0 modelo estatistico foi utilizado para a geracdo da superficie de resposta
(Figura 13A) e da curva de contorno (Figura 13B). A superficie de resposta permitiu otimizar
as condic0es reacionais das células biocataliticas imobilizadas em esponja vegetal. Obteve-se
uma faixa 6tima de pH (5,0 — 6,5) e temperatura (45 °C — 55 °C) do meio reacional em que
foram alcancados os maiores valores de atividade de transfrutosilacdo. A partir desta analise,
definiu-se como pardmetros 6timos de reagdo o pH 5,75 e temperatura de 50 °C, valores estes

utilizados nas etapas posteriores deste trabalho.
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Figura 13 - Superficie de resposta e curvas de contorno em funcdo do pH e da temperatura do

meio reacional
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Fonte: Autor (2024).

Legenda: (A) Superficie de resposta para a atividade relativa de transfrutosilacéo de células de A. oryzae
IPT-301 imobilizadas em esponja vegetal em funcdo do pH e da temperatura do meio
reacional; (B) Curvas de contorno para a atividade relativa de transfrutosilacéo de células de
A. oryzae IPT-301 imobilizadas em esponja vegetal em fungdo do pH e da temperatura do
meio reacional.

5.3.2 Influéncia da concentracgdo de substrato na atividade enzimética
A influéncia da concentracdo de sacarose do meio reacional na atividade de células

biocataliticas de A. oryzae IPT-301, in natura e imobilizadas em esponja vegetal, pode ser

observada na Figura 14.
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Figura 14 - Influéncia da concentracdo do substrato na atividade enzimatica de células
biocataliticas de A. oryzae IPT-301 imobilizadas em esponja vegetal.
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Fonte: Autor (2024).
Nota: CondicGes reacionais: pH 5,75, 50 °C, 190 rpm e 60 minutos

Ao se comparar valores de atividade de células biocataliticas in natura e imobilizadas
(Figura 14), obtidas durante as mesmas condigdes de cultivo, verificou-se que as células
imobilizadas mostraram atividade de transfrutosilacdo relativamente elevadas, cujo maior valor
alcancado (1192,19 + 105,98 U g1), cerca de doze vezes maior quando comparado a atividade
das células in natura, foi obtido para um meio reacional constituido por 400 g L™ de substrato.
Para o caso das células biocataliticas in natura, verificou-se que o maior valor de atividade de
transfrutosilacéo (212,98 + 13,90 U g*) foi obtido para uma concentragdo de 483,36 g L de
sacarose, corroborando com resultados reportados na literatura (Cunha et al., 2019; Goncalves
etal., 2020; Garcia et al., 2021). Estudos envolvendo a reticulagéo e a encapsulacéo de células
biocataliticas de A. oryzae IPT-301 mostraram que as maiores atividades do biocatalisador, de
aproximadamente 2200 U g%, também foram obtidas para uma concentragdo de 400 g L™ de
sacarose. (Gongalves et al., 2020). Garcia et al. (2021) avaliaram o efeito da concentragédo do
substrato em células in natura, do mesmo microrganismo, reticuladas com solucdo de
glutaraldeido 25% (v v). Os autores obtiveram os maiores valores de atividade de

transfrutosilagdo, em torno de 800 U g?, para uma faixa de concentracdo de sacarose
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compreendida entre 370 e 480 g L. Barbosa (2022) investigou a faixa de concentragio de
substrato para as ceélulas biocataliticas de A. oryzae IPT-301 imobilizadas e
imobilizadas/reticuladas em esponja de poliuretano, obtendo-se o maior valor de atividade, de
aproximadamente 700 U g, para uma concentracdo de 480 g L de sacarose para ambos os
casos. Na literatura também foram reportados estudos com células biocataliticas, in natura e
imobilizadas, de A. oryzae IPT-301 em sistemas reacionais continuos envolvendo a aplicacdo
dos biocatalisadores em reatores de leito fixo, cujos maiores valores de atividade de
transfrutosilacdo foram alcancados para uma faixa de 400 a 480 g L™ de solucio de sacarose
(Cardoso, 2023; Dias et al., 2022; Ribeiro et al., 2023).

Na Figura 14, observou-se que os valores de atividades de transfrutosilagéo para as
células biocataliticas, in natura e imobilizadas, diminuiram progressivamente com o aumento
da concentracdo de substrato. Estes resultados sugerem a presenca da inibicdo devido a
saturacdo dos sitios ativos do complexo enzimatico pelo substrato e/ou pelo produto, ou uma
possivel limitacdo de acessibilidade do substrato aos sitios ativos das enzimas
frutosiltransferases aderidas as células microbianas (AntoSova; Polakovi¢, 2001; Ashfaque;
Solomon; Pathak, 2016; Goncalves et al., 2020). Verificou-se ainda que valores relativamente
baixos de atividade enzimatica para as células in natura (40,16 + 5,24 U g) e imobilizadas em
esponja vegetal (373,02 + 25,21 U g) foram obtidos para concentracio de 300 g L™ de
substrato. Para baixas concentragdes de sacarose, a atividade hidrolitica predomina sobre a
atividade de transfrutosilacdo (Cunha et al., 2019; Kim et al., 2000). Portanto, a hidrolise das
moléculas de sacarose libera moléculas de glicose e frutose no meio reacional e as enzimas
frutosiltransferases, aderidas as células microbianas, sdo inibidas pela glicose, ocasionando a
reducdo na atividade de transfrutosilacdo das células microbianas (Castro; Sato, 2014; Nobre et
al., 2018).

5.3.3 Estabilidade térmica e obten¢do dos parametros termodindmicos

Os perfis de estabilidade térmica para as células biocataliticas de A. oryzae IPT-301, in
natura e imobilizadas em esponja vegetal, para uma faixa de temperatura compreendida entre
30°C e 60 °C ao decorrer de 36 h de incubacdo, na auséncia de substrato, estdo apresentado na
Figura 15. O modelo ndo-linear de Sadana e Henley (1987) foi ajustado aos dados
experimentais para estimar os valores das constantes de desnaturacdo térmica de primeira

ordem (kp, em mint) para as diferentes temperaturas de incubacio avaliadas.
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Figura 15 - Perfis de estabilidade térmica das células biocataliticas de A. oryzae IPT-301, in

(A)
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Figura 15 - Perfis de estabilidade térmica das células biocataliticas de A. oryzae IPT-301, in

natura (A) e imobilizadas (B), ao decorrer de 36 horas de incubacdo para

diferentes temperaturas (30 °C, 40 °C, 50 °C e 60 °C)

(continuacao)
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Fonte: Autor (2024).

Nota: A reacdo ocorreu em meio reacional constituido por solucéo de sacarose 40 % (m v) em tampao
tris-acetato pH 5,75 (0,2 mol L), com velocidade de agitagéo de 190 rpm a 50 °C durante 60
min. A atividade enzimatica maxima (201,03 + 4,57 U g para as células in natura e 941,55
+ 13,92 U g para as células imobilizadas em esponja vegetal) foi definida como 100 % para

o calculo da atividade relativa

Para ambos os casos, as células biocataliticas incubadas a 30 °C apresentaram maior

estabilidade térmica; porém, apds 36 horas de incubagdo a atividade relativa das células

imobilizada (82,22% + 2,73%) foi maior em comparacdo com a atividade relativa das células
in natura (67,23% + 4,48 %). Notou-se que, para as temperaturas de 40 °C, 50 °C e 60 °C e

considerando o mesmo periodo de tempo, a atividade residual para as células imobilizadas

apresentou valores maiores em comparacao as células in natura, sendo em torno de 44,65% *

3,98%, 29,81% + 7,39% e 32,07 + 0,24%, respectivamente, portanto mostrando-se mais

termoestaveis do que as células in natura. De acordo com Barbosa (2022), Garcia (2018),
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Cunha et al. (2019) e Gongcalves et al. (2020) as células de A. oryzae IPT-301, com atividade
de transfrutosilacdo, apresentam maior termoestabilidade para uma faixa de temperatura
compreendida entre 30 °C e 40 °C.

E importante ressaltar que, em temperaturas mais elevadas, observa-se menor atividade
relativa, o que ja era esperado, uma vez que em temperaturas elevadas as enzimas aderidas as
células microbianas podem sofrer desnaturacdo térmica, cujas interacfes moleculares que
mantém o equilibrio de forcas da proteina nativa (pontes de hidrogénio, interac6es hidrofobicas
e forcas de van der Waals) sdo interrompidas, o que afeta a estrutura terciaria da enzima fazendo
com que sua atividade diminua (Araujo et al., 2022; Barbosa, 2022).

A energia de ativacdo para a desnaturacdo térmica (Ep, em kJ mol™) das células
biocataliticas, in natura e imobilizadas em esponja vegetal, foi determinada pela linearizacdo

da Equacdo de Arrhenius e podem ser verificadas nas Figuras 16 e 17, respectivamente.

Figura 16 - Determinacdo da energia de desativagdo térmica (Ep)
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Fonte: Autor (2024).

Nota: A linearizacdo da Equacdo de Arrhenius [In (Kd) em funcdo da (T™)] foi utilizada para estimar Ep
das células biocataliticas in natura de A. oryzae IPT-30.



64

O ajuste mostrado na Figura 16 exibiu um coeficiente de correlacdo (R?) de 88,42 % e
a energia de ativacdo para a desnaturacdo térmica das células biocataliticas in natura foi obtida

pela Equacdo (15).
In (Ko) =-0,31 - 1856,59 (15)

Figura 17 - Determinacdo da energia de desativacdo térmica (Ep)
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Fonte: Autor (2024).
Nota: A linearizagdo da Equacdo de Arrhenius [In (Kd) em funcdo da (T™)] foi utilizada para estimar Ep
das células imobilizadas de A. oryzae IPT-301 em esponja vegetal.

O ajuste mostrado na Figura 17 exibiu um coeficiente de correlagdo (R?) de 87,30 % e
a energia de ativacdo para a desnaturacdo térmica das células biocataliticas imobilizadas foi
obtida pela Equagéo (16):

In (Ko) = 34,52 - 12660,05 - (16)



65

Os parédmetros termodindmicos das células biocataliticas, in natura e imobilizada em
esponja vegetal, foram calculados a partir das curvas de desnaturacdo térmica e estdo dispostos

na Tabela 8

Tabela 8 - Parametros termodinamicos obtidos para as células biocataliticas de A. oryzae IPT-
301, in natura e imobilizada em esponja vegetal, obtidos para diferentes temperaturas

de incubacao.

A Célula Temperatura (°C)
Parametro . -
biocatalitica 30 40 50 60
R2 In natura 0,88 0,98 0,98 0,99
Imobilizada 0,90 0,93 0,97 0,99
Kq (min) In natura 164x10% 184x10°% 24x10°% 69,59x10%
‘ Imobilizada 1,13x10° 1,43x10° 854x10% 41,94x103
t 1 (min) In natura - 610,832 500,269 10,505
12 Imobilizada - 1219,19 179,751 16,711
In natura 15,44
-1 y
Ep (kJ mol) Imobilizada 105,26
AHb (kJ molY) In ngt_ura 12,92 12,83 12,75 12,67
Imobilizada 102,74 102,65 102,57 102,49
AGo (k] molY) In ngt_ura 100,77 103,88 106,57 100,62
Imobilizada 101,71 104,53 103,15 102,02
ASb (KJ mol K1) In ngt_ura -0,29 -0,29 -0,29 -0,26
Imobilizada 0,0034 -0,0060 -0,0018 0,0014

Fonte: Autor (2024).

Nota: Os valores de ko e Ep foram obtidos a partir do ajuste dos modelos de Sadana e Henley (1987) e
de Arrhenius, respectivamente, aos dados experimentais de atividade enzimatica. R? é o
coeficiente de correlacdo para estimativa dos valores de Kp; Kp é a constate de desnaturacao
térmica de primeira ordem; ti2 € 0 tempo de meia-vida; Ep é a energia de desativacao térmica;
AHp ¢ a variagdo de entalpia de ativagdo de desnaturagdo; AGp € a variacdo da energia de Gibbs
de ativagdo de desnaturacdo; ASp € a variacdo de entropia de desnaturacao.

Os valores dos tempos de meia vida (t12) apresentados na Tabela 8, demostram que a
imobilizacdo enziméatica em esponja vegetal aumentou a estabilidade térmica da FTase, uma
vez que, o tempo de meia-vida € definido como o tempo requerido para que a atividade
enzimatica se reduza a metade da atividade inicial a uma dada temperatura (Araujo et al., 2023;
Faria et al., 2021; Saqgib et al., 2010) e um tempo de meia-vida mais longo indica que o
biocatalisador pode resistir a essa temperatura por um periodo maior, aumentando a

possibilidade de sua aplicacdo industrial (Silva et al., 2021; Souza et al., 2015). Nesse caso, as
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células imobilizadas em esponja vegetal demostraram ser aproximadamente 2 vezes mais
estavel em comparacdo a in natura na mesma temperatura (40 °C). Além disso, observou-se
que o tempo de meia-vida diminui com o aumento da temperatura, e a constante e de
desnaturagéo termica de primeira ordem (Kp) aumentou de forma progressiva, indicando a
desnaturagdo enzimética da FTase, aderida as células, com o aumento da temperatura.

A desnaturagdo térmica de enzimas consiste na modificacdo irreversivel na
conformacéo da biomolécula catalitica e sua ocorréncia se deve ao fornecimento de energia de
ativacdo. Logo, quanto maior o valor de Ep, maior a quantidade de energia requerida para a
desnaturacdo da estrutura protéica e, portanto, maior a estabilidade térmica do biocatalisador
(Aradjo et al., 2023; Saqib et al., 2010). A energia de ativacdo de desnaturacdo (Ep) das células
cataliticas imobilizadas (105,26 kJ mol-1) foi expressivamente maior que das células cataliticas
in natura (15,44 kJ mol-1), indicando que as células imobilizadas sédo, cerca de 7,5 vezes, mais
termoestaveis em comparagdo com as in natura.

A variagdo de entalpia de ativagdo de desnaturagdo térmica (AHp), assim como Ep, é
um importante parametro termodindmico associado a quantidade total de energia requerida para
a desnaturacdo enzimatica(Araujo et al., 2023; Marangoni, 2002; Saqib et al., 2010). Valores
elevados e positivos de ambos os parametros indicam elevada estabilidade térmica do
biocatalisador (Faria et al., 2021; Souza et al., 2015). De acordo com a Tabela 8, os valores de
AHp obtidos para as células biocataliticas imobilizadas em esponja vegetal foram cerca de 8,5
vezes maiores em comparacdo as in natura, indicando maior termoestabilidade das células
biocataliticas imobilizadas em esponja vegetal. Barbosa (2022) obteve valores de Ep para a
FTase imobilizada em esponja de poliuretano de 53,94 kJ mol™, valor aproximadamente 50%
menor do que o obtido neste estudo.

A desnaturacdo térmica da enzima causa a ruptura da estrutura protéica e gera um
sistema desordenado, ocasionando o0 aumento da entropia (Goncalves et al., 2020; Silva et al.,
2021). Desse modo, a desnaturacdo depende da variacdo de entropia de ativacdo para a
desnaturacdo térmica (ASp), parametro este que expressa a quantidade de energia por grau de
desordem envolvida na transicdo de um estado nativo para um estado desnaturado do
biocatalisador (Marangoni, 2002; Souza et al., 2015). Para as temperaturas de 30 °C e 40 °C das
células imobilizadas e para todas as temperaturas das células in natura observou-se valores de
ASp negativos, o que indica a transicdo para o estado mais ordenado da enzima.

A variagdo da energia de Gibbs de ativagdo de desnaturagdo (AGp) é 0 parametro mais

preciso e confiavel para se avaliar a termoestabilidade de biocatalisadores, pois considera
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simultaneamente as contribui¢Ges da entalpia e da entropia (Araujo et al., 2023; Saqib et al.,
2010; Souza et al., 2015). Valores altos e positivos desse pardmetro termodinamico indicam
alta termoestabilidade do biocatalisador (Damodaran, 2005; Marangoni, 2002), proporcionando
um aumento na resisténcia da enzima a desnaturacao térmica. A obtencdo de valores positivos
de AGp também sinalizam que, na condicéao de equilibrio, a concentracdo de proteina no estado
nativo é maior do que no estado desnaturado e, portanto, o processo ndo é espontaneo durante
a transicdo de estado (Faria et al., 2021). Nesse sentido, para ambas as celulas biocataliticas
avaliadas, in natura e imobilizadas, a transi¢do do estado nativo para o estado desnaturado da
FTase aderida as celulas indicou um processo de desnaturagao térmica ndo-espontaneo (Ferreira
et al., 2018; Gongalves et al., 2020).

Barbosa (2021) avaliou a estabilidade térmica para as células de A. oryzae IPT-301, com
atividade de transfrutosilacdo, imobilizadas e imobilizadas e reticuladas em matriz de esponja
de poliuretano e também obtive resultados satisfatérios, tendo identificado uma maior
termoestabilidade para as células imobilizadas em relagdo as células imobilizadas e reticuladas,
onde os valores de ty> obtidos foram muito proximos para ambos os biocatalisadores, sugerindo

que a reticulacdo celular ndo afetou a termoestabilidade.

5.3.4 Estabilidade das células biocataliticas frente ao pH de incubacéo

Na Figura 17 estdo dispostos os resultados do efeito do pH de incubacdo na atividade
de transfrutosilacdo das células biocataliticas de A. oryzae IPT-301 in natura e imobilizadas em
esponja vegetal (Figura 18).

As células biocataliticas imobilizadas em esponja vegetal exibiram maior estabilidade
guando comparadas as células microbianas in natura, quando submetida a diferentes pH de
incubacdo. Notou-se que para as células imobilizadas, os maiores valores de atividade
enzimatica foram obtidos para uma faixa de pH compreendida entre 5,0 e 7,0, sendo que no pH
6,0 o biocatalisador apresentou a maxima atividade de transfrutosilagéo (1878,48 + 102,70 U
g1). Barbosa (2022) demonstrou em seu trabalho que células integras de A. oryzae IPT-301
imobilizadas e reticuladas em esponja de poliuretano exibiram maior estabilidade em pH 5,5,
que apresentou méaxima atividade. Garcia et al. (2021) reportaram maior estabilidade da
biomassa de A. oryzae IPT-301 imobilizada utilizando glutaraldeido como agente de reticulacéo
para uma faixa de pH compreendida entre 5,0 e 6,5, com atividade relativa préxima a 100% em

pH 5,5. Goncgalves et al. (2020), em estudos sobre a imobilizacdo de frutosiltransferase
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microbiana em gel de alginato identificaram o maior valor de atividade relativa também em pH
5,5. Segundo Ganaie; Lateef; Gupta (2014) o biocatalisador obtido a partir de células de
Aspergillus flavus NFCCI 2364 imobilizado em esferas de alginato reteve sua atividade até pH
7,5. Por fim, Hayashi et al. (1992) alcancaram uma faixa de estabilidade ao pH de 5,0 a 10,0
para a FTase micelial de Aureobasidium pullulans ATCC 20524 imobilizada em silica porosa.
Com isso, verifica-se que as amplas faixas de estabilidade ao pH encontradas na literatura e
nessa pesquisa representam um fator crucial para a aplicacdo de biocatalisadores em escala
industrial, facilitando o proprio processo de producdo e até mesmo reduzindo custos com a
estocagem (XU et al., 2015).

Figura 18 - Estabilidade enzimatica de células biocataliticas de A. oryzae IPT-301, in natura
e imobilizadas em esponja vegetal, apos 24 h de incubacdo a 4 °C para diferentes

valores de pH
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Fonte: Autor (2024).
Nota: A reacdo enzimética ocorreu em meio constituido por solugdo de sacarose 40 % (m v-1) em
tampdo tris-acetato 0,2 mol L-1, com velocidade de agitacdo de 190 rpm a 50 °C durante 60 min.

O processo de imobilizacdo protege os grupos reativos da estrutura da proteina dos

efeitos do pH (Verma; Lal; Debnath Das, 2017). Portanto, células microbianas imobilizadas,
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com atividade biocatalitica, sdo mais robustas, estaveis e resistentes a mudangas do meio
reacional (Brady; Jordaan, 2009; Mendes et al., 2011). De acordo com Xu et al., (2015), uma
ampla faixa de estabilidade frente ao pH favorece o armazenamento e a aplicacéo industrial de
enzimas. Nesse sentido, a ampla faixa de estabilidade ao pH apresentada pelas células
biocataliticas de A. oryzae IPT-301 imobilizadas em esponja vegetal pode tornar esse
biocatalisador heterogéneo atrativo para a aplicagdo na producéo de fruto-oligossacarideos em

larga escala.

5.3.5 Estabilidade Operacional

A avaliacdo da estabilidade operacional das células de A. oryzae IPT-301 imobilizadas
em esponja vegetal foi realizada ao decorrer de 12 ciclos reacionais consecutivos em modo
batelada (Figura 19). No 1° ciclo reacional, foram produzidos 83,9 + 4,6 g L de FOS,
obtendo-se conversdo e rendimento de 69,6% e 21,0%, respectivamente. O biocatalisador
heterogéneo manteve-se estavel ao decorrer dos seis primeiros ciclos reacionais, sem perda
significativa de atividade de transfrutosilacdo, cujo valor se mostrou estatisticamente igual
(285,94 + 2,07 U g). A partir do 7° ciclo, observou-se que as células biocataliticas tiveram
uma reducdo da atividade enzimética, estendendo-se até o 12° ciclo reacional com retengdo de
71,45% + 4,42% da atividade inicial. No 9° ciclo reacional consecutivo, o biocatalisador
apresentou 40,5% de conversdo e 19,8% de rendimento com produtividade de 79,36 *
7,91 g Lt h't do agticar prebidtico. No ultimo ciclo operacional, obteve-se uma produtividade
de 63,88 + 11,45 g L't h't de FOS com rendimento de 16,0% e conversdo de sacarose de 32,4%
na reagéo de transfrutosilagéo.

A reducdo nos valores dos parametros de desempenho (50% de reducéo na conversao e
24% de reducdo no rendimento e na produtividade), pode estar relacionada com a desativacéao
térmica dos sitios ativos do biocatalisador, exposto por até 12h consecutivas na temperatura de
reacao de 50 °C, hipotese esta que corrobora com os estudos de termoestabilidade enzimatica
realizados neste trabalho (Figura 15B). Portanto, a medida em que o biocatalisador é
reintroduzido em um meio reacional com condigdes experimentais similares, renova-se a
concentracdo de substrato; porém, aumenta-se a quantidade de sitios ativos desativados
termicamente, regido em que ocorre a reacao enzimatica (Marangoni, 2002; Saqib et al., 2010;
Araljo et al., 2022). Apesar da reducdo observada nos parametros de desempenho com os testes

de reuso do biocatalisador, os resultados obtidos demostraram um bom desempenho
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operacional das células biocataliticas imobilizadas, tornando-as aptas a serem utilizadas em

sistemas reacionais continuos.
Figura 19 - Estabilidade operacional de células biocataliticas de A. oryzae IPT-301

imobilizadas em esponja vegetal durante ciclos reacionais consecutivos em

batelada
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Fonte: Autor (2024).

Nota: A reacdo enzimatica ocorreu em meio constituido por solugéo de sacarose 40% (m v?) e tampéo
tris-acetato 0,2 mol L (pH 5,75), com velocidade de agitagdo de 190 rpm a 50 °C por 60 min. A
atividade méaxima de transfrutosilacdo para as células imobilizadas foi de 285,94 + 2,07 U g,
definida como 100 % para calculo da atividade relativa.

Garcia et al. (2021) reportaram um aumento da estabilidade operacional mediante
reticulaco de células de A. oryzae IPT-301 com glutaraldeido 25% (v v'!) e obtiveram uma
perda de apenas 11,1% da atividade inicial apos doze ciclos reacionais consecutivos avaliados.
Por sua vez, os estudos de estabilidade operacional realizados por Gongalves et al. (2020)
mostraram que a atividade de transfrutosilacdo de células de A. oryzae IPT-301, reticuladas e
encapsuladas em alginato de calcio, retiveram até 52% da atividade inicial para doze ciclos
reacionais testados. Ferreira et al. (2018a) avaliaram a estabilidade de reuso de B-glicosidase

de soja imobilizada em esponja vegetal. Os autores verificaram que, apds o sétimo ciclo
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reacional, o biocatalisador reteve 50% da sua atividade inicial e, apds doze ciclos, obtiveram
uma atividade residual de apenas 10%. Barbosa (2022) obtiveram retencbes de 50,23% e
60,90% de suas atividades enzimaticas iniciais para as células de A. oryzae IPT-301
imobilizadas e imobilizadas/reticuladas em espuma de poliuretano, respectivamente, ap6s doze

ciclos reacionais consecutivos, alcancando uma producgdo média de 100 g L™ de FOS.

5.3.6 Estabilidade de armazenamento do biocatalisador heterogéneo

Para verificar a estabilidade de armazenamento, as células biocataliticas imobilizadas
de A. oryzae IPT-301 foram mantidas sob refrigeragcdo a 4 °C por 48 dias e armazenadas na
auséncia e presenca de solucdo tampao tris-acetato pH 6,0 (0,2 mol L™?). As atividades de
transfrutosilacdo foram monitoradas para ambas as condi¢cdes ao decorrer do periodo de
estocagem (Figura 20).

Verificou-se uma maior estabilidade de armazenamento para as células biocataliticas
armazenadas em solucéo tampao tris-acetato pH 6,0 (0,2 mol L) visto que, ao decorrer dos
ensaios de armazenamento, as células apresentaram uma maior retencdo de atividade de
transfrutosilacdo quando comparadas as células armazenadas, sob refrigeracdo, na auséncia da
solucdo tampdo. As células armazenadas em solucdo tampdo mantiveram, praticamente
constante, suas atividades (aproximadamente 1153,23 + 27,80 U g!) ao longo dos trés
primeiros dias de armazenado. Por outro lado, as células biocataliticas, armazenadas sob
refrigeracdo e na auséncia da solucdo tampdo, apresentaram uma reducdo da atividade de
aproximadamente 20% (780,93 + 40,60 U g1) no segundo dia de armazenamento. Ao término
dos ensaios, isto €, ap6s 48 dias de armazenamento, as células biocataliticas estocadas, na
presenca e auséncia da solucdo tampdo, exibiram retencdo de 10,8% e 2,5% de suas atividades
iniciais, respectivamente.

Os resultados mostraram que as células biocataliticas, quando armazenadas em solucgao
tampéo pH 6,0, apresentam uma maior retencdo da atividade quando comparadas as células
armazenadas sem a presenca da solugdo tampdo, o que corrobora com os resultados de
estabilidade frente ao pH de incubacgéo (Figura 18). Em contrapartida, as amostras que foram
armazenadas na auséncia da solugdo tampdo podem ter sofrido alteragdo do pH, no
microambiente em que 0s sitios ativos estdo presentes, ao decorrer do tempo de
armazenamento, que contribuiu para a rapida perda da atividade do biocatalisador. Uma vez

que, cada microrganismo possui uma faixa ideal de pH e alterar o pH fora desse intervalo
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reduzird a atividade enzimatica (Robinson, 2015). Nesse sentido, 0 uso de uma solucéo
tamponante favoreceu o controle do pH e consequentemente, manteve a atividade enzimatica

por mais tempo.

Figura 20 - Estabilidade de armazenamento de células biocataliticas de A. oryzae IPT-301

imobilizadas em esponja vegetal
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Fonte: Autor (2024).

Nota: Condi¢des experimentais: a reagdo ocorreu em meio constituido por solucéo de sacarose 40 % (m
v1) em tampdo tris-acetato pH 5,75 (0,2 mol L?), com velocidade de agitacdo de 190 rpm a 50
°C por 60 min. As atividades méaximas de transfrutosilacédo foram de 1153,23 + 27,80 U gt e
992,92 + 17,18 U g na presenca e auséncia de solugdo tampéo tris-acetato pH 6,0 (0,2 mol L?),
respectivamente, e definidas como 100 % para o calculo da atividade relativa.

Gongcalves et al. (2020) reportaram que a biomassa de Aspergillus oryzae IPT-301
reticulada e encapsulada em alginato de baixa viscosidade apresentou uma queda de cerca de
5% em sua atividade de transfrutosilacdo inicial apds nove dias de armazenamento a
temperatura de 4 °C. Barbosa (2022) verificou maior estabilidade de armazenamento das
células integras imobilizadas e reticuladas em esponja de poliuretano, para 0 mesmo
microrganismo, nos primeiros 7 dias de incubacéo e, apos 28 dias, exibiram retencédo de 43 %

da sua atividade inicial (396,89 + 98,32 U g%), enquanto as células integras
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imobilizadas/reticulas apresentaram retencdo de 38 % da sua atividade inicial (409,62 +
107,84 U g1).

A capacidade de armazenamento das células biocataliticas imobilizadas pode ser
considerado um dos fatores mais expressivos para se avaliar a aplicabilidade industrial. Assim,
os biocatalisadores heterogéneos que apresentam maiores valores de estabilidade de
armazenamento promovem a otimizagdo do tempo e custos operacionais quando aplicados em

processos de larga escala (Araujo et al., 2023; Horn et al., 2006).

5.3.7 Avaliacéo do desempenho do biocatalisador heterogéneo em reator de leito fixo

A Figura 21 apresenta o perfil de atividade das células biocataliticas de A. oryzae IPT-
301 imobilizadas em esponja vegetal, aplicadas como leito biocatalitico, em um reator de leito
fixo (PBR) visando a producéo de FOS. Inicialmente, verificou-se que o biocatalisador mostrou
um rapido aumento na atividade de transfrutosilagao, atingindo um valor de 151,10 U g*. Apds
40 minutos de reacdo, a atividade das células biocataliticas diminuiu rapidamente e se
estabilizou em 145,23 U g a partir de 90 minutos, mantendo-se uma atividade praticamente
constante por até 180 minutos, sugerindo maior estabilidade operacional das células
biocataliticas no reator PBR. A reduc¢do da atividade enzimatica pode ser atribuida a remogéo
de enzimas aderidas na superficie celular, visto que o biocatalisador esta diretamente exposto a
um escoamento continuo da solucdo de substrato (Cardoso, 2023; Dias et al., 2022; Ribeiro et
al., 2023).

Ao se comparar as atividades de transfrutosilagdo nos diferentes sistemas reacionais,
notou-se que as células biocataliticas exibiram maiores valores de atividade em modo batelada,
conforme os resultados apresentados neste trabalho. Os baixos valores de atividades obtidos
para o sistema reacional continuo podem estar relacionados a baixa vazdo volumétrica de
alimentacdo da solugdo de sacarose no reator PBR. Baixas vazfes volumétricas contribuem
para a formacdo de uma camada limite difusional de maior espessura presente no entorno do
biocatalisador, fazendo com que o processo seja limitado pela transferéncia de massa externa.
A medida que a vazao volumétrica aumenta, a espessura da camada limite diminui, favorecendo
0 transporte do substrato para os sitios ativos do biocatalisador, regido em que ocorre a reagao
(Dias et al., 2022; Fogler, 2012; Levenspiel, 1999; Ribeiro et al., 2023).
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Figura 21 — Perfil de atividade enzimética das células de A. oryzae IPT-301, imobilizadas em

esponja vegetal, em reator de leito fixo
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Fonte: Autor (2024).
Nota: CondigBes experimentais - massa de leito biocatalitico: 0,84 g de células biocataliticas
imobilizadas; vazdo de alimentacdo em fluxo ascendente: 1 mL min’*; solucéo de sacarose: 400 g

L, pH 5,5; temperatura reacional: 50 °C. A atividade maxima de transfrutosilacéo para as células
imobilizadas foi de 151,10 U g%, definida como 100 % para calculo da atividade relativa.

A producdo de fruto-oligossacarideos (FOS) foi monitorada para um tempo de reagédo
enzimética de 180 minutos, obtendo-se uma concentragdo de 26,51 g L para o aglcar
prebidtico. Cardoso (2023) avaliou a producdo de FOS em reator PBR empacotado com células
biocataliticas de A. oryzae IPT-301 imobilizadas em esponja de poliuretano, sob as mesmas
condigBes experimentais em regime estacionario, obtendo-se uma concentracdo de 70 g L™ do
produto desejado. Lorenzoni et al. (2015) estudaram a producdo de FOS em reator de leito fixo
PBR, operagéo continua, a 50 °C, pH 5,5 e 600 g L de sacarose, empacotado com células de
Aspergillus aculeatus imobilizados em quitosana, onde obtiveram concentragdo maxima de 230
g Lt de FOS. Zambelli et al. (2016) observaram a maxima producéo de FOS (313 g L™) em 20
h de tempo de residéncia em um sistema continuo, utilizando reator PBR, pH 6 e 600 g L™ de
sacarose, para 0 microrganismo Cladosporium cladosporioides MUT 5506 imobilizado em
alginato de sodio.
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Observou-se que a partir de 90 minutos de reacéo, o sistema reacional continuo atingiu
seu estado estacionario, cujo valor de produtividade enziméatica estimado foi de
11,7 U g min?, pardmetro este, aproximadamente, 2,5 vezes maior que o calculado para o
processo em batelada (4,8 U g™ min™) deste trabalho. Este resultado sugere que as células de
A. oryzae IPT-301 imobilizadas e usadas como leito biocatalitico em reator PBR permitem
maior contato efetivo entre o substrato e o biocatalisador heterogéneo durante a reacgdo de
transfrutosilacdo da sacarose em comparacdo com sistemas reacionais operados em modo
batelada (Dias et al., 2022).

No estado estacionario também foram calculados os pardmetros de desempenho do
sistema reacional continuo. Para as condi¢Ges experimentais estabelecidas, foram obtidos
valores de conversdo e rendimento iguais a 8,31% e 6,63%, respectivamente. Quanto ao valor
do parametro produtividade massica, obteve-se 1,89 g ros Qeeiulas - ™! para o sistema reacional
continuo, operando o reator PBR a uma vazéo de 1 mL mint, empacotado com 0,84 g de células
biocataliticas do microrganismo imobilizadas em esponja vegetal. Os baixos valores obtidos
para 0s parametros de desempenho (conversdo, rendimento e produtividade) podem ser
atribuidos as condicBes operacionais do reator PBR, visto que o0s ensaios foram realizados em
uma condig&o estabelecida conforme a literatura (Lorenzoni, et al., 2015; Zambelli et al., 2016;
Dias et al., 2022; Ribeiro et al., 2023; Cardoso, 2023) para se avaliar a potencialidade das
células biocataliticas imobilizadas de A. oryzae IPT-301 como leito biocatalitico no sistema
reacional continuo. Ressalta-se que os resultados obtidos para estes parametros podem estar
associados a formacdo de caminhos preferenciais e zonas mortas em decorréncia do
empacotamento do leito biocatalitico, & compactacdo do leito devido a natureza do material de
suporte (no caso, a esponja vegetal) para a imobilizacdo das células microbianas que, por ser
organico e de origem vegetal, tende a sofrer deformacdes mecanicas, aos efeitos difusionais
internos e externos no leito biocatalitico e a necessidade de estudos de otimizacdo dos

parametros operacionais do sistema reacional continuo em especifico.
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6 CONCLUSAO

O presente trabalho avaliou a producéo e imobilizacdo de células de Aspergillus oryzae
IPT 301, com atividade de transfrutosilacdo, em esponja vegetal, por cultivo celular submerso
em meio de cultura sintético. Através da curva de crescimento microbiano, ficou evidenciado
que o melhor tempo de cultivo celular foi de 28 h, com atividade média de transfrutosilacdo
igual 2 559,96 U Qseca™;

As melhores condicdes do meio reacional foram obtidas para concentracdo de sacarose
400 g L%, temperatura de 50 °C e pH 5,75 e 0 melhor pH de armazenamento obtido foi 6,0;

Os estudos termodinamicos realizados demostram que a imobilizacdo enzimatica em
esponja vegetal aumentou a estabilidade térmica da FTase;

Os ensaios de estabilidade operacional mostraram que as células imobilizadas retiveram
de 71,45 £ 4,42% da atividade enzimatica inicial ao término de 12 ciclos reacionais
consecutivos, com produtividade de 63,88 + 11,45 g L™t h™! de FOS com rendimento de 16,0%
e conversdo de sacarose de 32,4% na reacdo de transfrutosilacao;

As analises de armazenamento demostraram que nos trés primeiros dias de
armazenamento a atividade enzimatica para o biocatalisador estudado foi proxima a 100% e
maior que 50% nos primeiros 7 dias. As células biocataliticas armazenadas em solugdo tampéo
tris-acetato pH 6,0 (0,2 mol L) apresentaram maior estabilidade de armazenamento quando
comparadas as células armazenadas, sob refrigeracdo, na auséncia da solucdo tampéo;

Durante a aplicacdo do biocatalisador no reator PBR observou-se a transicao do regime
transiente para o estacionario no tempo 90 minutos com atividade de 14523 U g' e
produtividade enzimatica de 11,7 U g min. A producio de fruto-oligossacarideos (FOS)
monitorada para um tempo de reacdo enzimatica de 180 minutos, obteve a concentracdo de
26,51 g L para o aglcar prebidtico. Foram obtidos valores de conversdo, rendimento e

produtividade massica iguais a 8,31% e 6,63% e 1,89 g FOS gesiuias h™%, respectivamente.
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7 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Para continuidade desse trabalho, sdo propostas as seguintes sugestoes:

o Proposicdo de modelos de velocidade de reacdo enzimatica, com inibicdo, que se
ajustem aos dados experimentais para estimativa dos parametros cinéticos;

o Realizar estudos de armazenamento em substrato;

o Estudos associados a otimizacao de parametros operacionais, de transferéncia de massa
(interna e externo) e de desempenho para o sistema reacional continuo envolvendo como leito
biocatalitico as células de A. oryzae IPT-301 imobilizadas em esponja vegetal;

o Estudos de viabilidade técnico-econémica dos processos de producdo de FOS nos

modos batelada e continuo.
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APENDICE A - Curva de Calibragio para Determinac&o de Agticar Redutor

Figura 22 - Curva de calibracdo obtida pelo método DNS (acido 3,5-dinitrosilicilico) para a

determinacéo da concentracao de agucares redutores
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Fonte: Autor (2024).



